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Los interferones tipo I (IFN I) son elementos claves en la respuesta inmune 
antiviral que regulan diferentes procesos de varios tipos celulares gracias a su 
capacidad inmunomoduladora y antiproliferativa. Varios tipos de interferones han 
sido aprobados para su uso en humanos para el tratamiento de la hepatitis C y, junto 
con la quimioterapia y la radioterapia, en el tratamiento del cáncer entre otros. A 
pesar de sus efectos beneficiosos, uno de los efectos no deseados es la inducción 
de trombocitopenia debido a su efecto antiproliferativo. Además, la disminución del 
número de plaquetas es un fenómeno frecuentemente observado durante el curso de 
diferentes infecciones virales. Estudios previos incluyendo reportes de nuestro grupo, 
mostraron que los IFN I eran capaces de regular selectivamente la producción 
plaquetaria abriendo nuevos mecanismos sobre el modo de acción de esta citoquina. 
De esta manera, en este trabajo de Tesis profundizamos el conocimiento del rol de 
los IFN I sobre el proceso de megacario/trombopoyesis. 
Utilizando un modelo de generación de megacariocitos y producción de 
plaquetas humanas in vitro encontramos que el Poly (I:C) (mimético de los productos 
ARN doble cadena de replicación viral e inductor de la síntesis de IFN I), además de 
alterar cuantitativamente la biogénesis plaquetaria, también produce alteraciones a 
nivel cualitativo ya que las plaquetas de cultivos tratados con este ARN doble cadena 
presentaron una menor capacidad de unir fibrinógeno, una de sus principales 
funciones hemostáticas. Esta alteración fue reproducida por IFN y recombinante 
humano y no estuvo asociada a una menor expresión de su principal receptor, la 
integrina IIb3. 
Los hallazgos  in vitro fueron confirmados en modelos experimentales in 
vivo en los cuales se observó que la administración de Poly (I:C) en ratones indujo un 
aumento en los niveles de IFN tanto plasmáticos como medulares. Este aumento se 
vio acompañado de una disminución en el recuento plaquetario y un aumento en el 
volumen plaquetario medio (VPM). La trombocitopenia no fue debida a un mayor 
consumo de plaquetas ni a un menor número de megacariocitos, sino a un aumento 
en el tamaño de los mismos y un menor contacto con los sinusoides medulares. Las 
plaquetas de los animales tratados mostraron disminuida su función hemostática 
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(unión de fibrinógeno y liberación de factor von Willebrand) y pro inflamatoria 
(exposición de P-selectina, formación de agregados mixtos y liberación de RANTES). 
La alteración en el recuento y la funcionalidad plaquetaria tuvieron un fuerte impacto 
en la hemostasia primaria prolongando el tiempo de sangría y disminuyendo la 
adhesión de las plaquetas. Sin embargo, de manera contraria, 
el spreading plaquetario y  la retracción del coágulo fueron mayores. 
Las alteraciones observadas tanto en el tamaño de los megacariocitos como 
en su distribución en la médula ósea, así como en las respuestas efectoras de las 
plaquetas mostraron una correlación lineal con los niveles de IFN I producidos, 
fueron reproducidas por la administración de Imiquimod (un inductor de IFN I 
estructural y funcionalmente diferente al Poly (I:C)) y ninguna de ellas se observó en 
ratones deficientes del receptor de los IFN I que fueron tratados con ambos 
inductores. 
En conjunto, estos datos presentan a los IFN I como nuevos reguladores de la 
megacario/trombopoyesis y señalan que el aumento de estas citoquinas podría ser 
uno de los mecanismos asociados a la trombocitopenia que subyace a las 
infecciones virales u otras patologías que cursan con altos niveles de IFN I. Además, 
estos hallazgos abren nuevas avenidas para la investigación de los procesos que 











ADN: Ácido desoxiribonucleíco 
ADP: Adenosin difosfato 
ARNdc: ARN doble cadena 
ARNsc: ARN simple cadena 
ATP: Adenosin trifosfato 
CD40L: CD40 ligando 
CMH: Células Madre Hematopoyéticas 
FHA: Fiebre hemorrágica argentina 
FvW: Factor von Willebrand 
IFN I: Interferones tipo I 
IFNAR: Receptor de Interferón tipo I 
IL-1: Interleuquina 1 
IQ: Imiquimod 
IRF9: Factor regulador de interferón 9 
ISGF3: Factor génico estimulado por interferón 3 
ISRE: Elementos de respuesta sensibles al interferón 
JUNV: Virus Junín 
LCMV: Virus de la coriomeningitis linfocítica 
MAVS: Adaptador mitocondrial de señalización antiviral 
MCp: Megacariocitopoyesis 
MCs: Megacariocitos  
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MO: Médula ósea 
NFB: Factor de transcripción nuclear k B 
ON: Óxido nítrico 
PAMPs: Patrones moleculares asociados a patógenos 
PGI2: Prostaciclina 
Poly (I:C), P(I:C): Ácido poliinosínico-policitidílico 
SCA: Sistema canalicular abierto 
SDF-1: Factor derivado del estroma 1 
SDM: Sistema de demarcación de membrana 
STD: Sistema tubular denso 
TLRs: Receptores tipo Toll 
TPO: Trombopoyetina 
TXA2: Tromboxano A2 












Desarrollo megacariocítico y producción de plaquetas 
1.1 Megacariocitopoyesis 
 
La megacariocitopoyesis (MCp) es el proceso por el cual las células madre 
hematopoyéticas (CMH) son comisionadas, proliferan y se diferencian a 
megacariocitos (MCs) maduros. Los MCs son células altamente especializadas cuya 
función es producir y liberar plaquetas a la circulación sanguínea. Estas células son 
fácilmente identificables dentro de la médula ósea (MO) ya que poseen un gran 
tamaño y un núcleo multilobulado y poliploide. 
Conceptualmente, la MCp puede ser dividida en dos grandes etapas. La 
primera proliferativa, la cual permite expandir el número de células que darán lugar a 
los precursores megacariocíticos y una segunda madurativa. Durante esta última 
etapa, se producen los dos procesos principales que darán lugar a un MC maduro: la 
endomitosis a nivel nuclear y la maduración citoplasmática. Si bien a lo largo del 
tiempo se han utilizado diferentes características morfológicas, tinciones histológicas 
o marcadores bioquímicos para diferenciar los diferentes estadios del desarrollo 
megacariocítico se distinguen, en general, dos tipos de progenitores en la MO en 
base a su morfología. El primero de ellos es el megacarioblasto que se asemeja a un 
linfocito tanto en tamaño como en morfología, aunque podemos distinguir un núcleo 
bilobulado. A continuación, se desarrolla el promegacariocito el cual se caracteriza 
por poseer un núcleo con forma de riñón con dos o cuatro juegos de cromosomas (4 
u 8N) pero con un mayor espacio citoplasmático que el anterior estadio, haciendo 
que su tamaño sea de hasta 50 m. Finalmente, el MC es el de mayor tamaño (entre 
50 y 150m) y su citoplasma posee gránulos [1, 2]. Las características morfológicas 






A diferencia de otras células, los progenitores megacariocíticos poseen un 
ciclo celular particular ya que existe un defecto en el final de cada ciclo que resulta 
en la formación incompleta del anillo contráctil (compuesto de miosina II y F actina), 
cuya función es proveer la fuerza necesaria para la separación celular. Durante este 
proceso las células duplican el contenido de ADN pero no completan la telofase ni 
realizan citocinesis [3, 4]. Este fenómeno ocurre al final de la fase proliferativa en 
donde los precursores megacariocíticos mononucleares salen del estadio diploide 
para convertirse en células progenitoras que poseen un contenido de ADN que va 
desde 4 hasta 64 o 128N en un mismo núcleo polilobulado [5, 6]. Si bien este 
proceso no ha sido completamente esclarecido, se cree que su función principal es 
realizar una amplificación génica para incrementar la síntesis de proteínas requeridas 
para completar la maduración granular y promover el aumento en el tamaño celular 
[7]. Cabe señalar que la importancia de la poliploidización fue demostrada 
recientemente en el trabajo de Trakala y colaboradores, en donde demostraron que 
si se bloquea la endomitosis los MCs son capaces de poliploidizar por mecanismos 
alternativos [8].  
A medida que transcurre la maduración, los MCs inician una serie de cambios 
a nivel citoplasmático mediante los cuales se forman diferentes tipos de gránulos, 
aumenta el número de organelas y se desarrolla un sistema de endomembranas. De 
esta manera, el citoplasma de los MCs adquiere características ultra estructurales 
Figura 1. Progenie megacariocítica. Micrografías de la progenie megacariocítica 
reconocible en la médula ósea visualizada con tinción de hematoxilina-eosina. Adaptado de 
Michelson, A.D., Platelets. 2013, 3
rd
 edition. Oxford, United Kingdom: Elsevier.      
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únicas, incluyendo un sistema de demarcación de membrana (SDM), el ensamblaje 
del sistema tubular denso (STD) y la formación de gránulos [2].  
El SDM está formado por una extensa red de canales de membrana 
compuestos por túbulos y cisternas aplastadas que derivan de invaginaciones 
tubulares de la membrana plasmática. Dicho sistema es detectable en el estadio final 
del desarrollo megacariocítico y se vuelve evidente en MCs maduros, en donde 
atraviesa todo el citoplasma. El SDM permite que los MCs y las plaquetas posean 
una mayor superficie de contacto con el medio externo y constituye un reservorio de 
membrana para la formación y extensión de proplaquetas (estructura a partir de la 
cual se liberan las plaquetas que será explicada posteriormente) [9-11].   
El STD constituye el principal reservorio de calcio intracelular y es donde se 
sintetizan las prostaglandinas en plaquetas [12]. A diferencia del SDM, este sistema 
no se encuentra en contacto con el medio exterior y deriva del retículo endoplásmico 
[13]. 
Otra característica de la maduración megacariocítica es la aparición 
progresiva de una variedad de gránulos secretorios. Los más abundantes son los  y 
si bien estos gránulos fueron considerados una población homogénea de organelas 
circulares de entre 200 y 500 nm, hoy se sabe que su morfología puede ser tubular y 
su contenido es heterogéneo [14, 15]. Estas estructuras se originan de manera 
endógena empaquetando proteínas desde el trans-Golgi [16] o a través de la 
captación de proteínas plasmáticas mediante procesos de endocitosis mediada por 
receptor o por pinocitosis [17]. Las diferentes moléculas presentes en los gránulos  









Por otra parte, los gránulos densos son de aparición más tardía, menos 
numerosos que los  y presentan un tamaño menor (250 nm en promedio). Su 
nombre se debe a que son reconocibles mediante micrografía electrónica por su 
centro electro denso [18] y contienen ATP, ADP, serotonina, cationes divalentes y 
polifosfatos [19].  
1.2 Trombopoyesis 
 
La culminación de la maduración megacariocítica da comienzo a un proceso 
conocido como trombopoyesis. Si bien desde 1906 se reconoce que las plaquetas 
derivan de los MCs [20], el mecanismo por el cual se forman y liberan a circulación 
permaneció inexplorado durante muchos años. Para explicar dicho mecanismo 
fueron propuestos diferentes modelos que incluían el brote de las plaquetas desde la 
periferia del MC [21, 22], la fragmentación citoplasmática a partir del SDM [22, 23] y 
la liberación de procesos proplaquetarios que luego liberarían plaquetas individuales 
[24]. Muchos abordajes experimentales que intentaron distinguir cuál de estos 
mecanismos era funcional resultaron infructuosos debido a la falta de caracterización 
del factor de crecimiento específico de los MCs. 
Finalmente, en 1994, cinco grupos de trabajo, mediante diferentes estrategias 
pudieron sentar las bases que permitieron establecer que el principal factor humoral 
responsable del desarrollo megacariocítico/plaquetario y su receptor eran la 
Tabla 1. Principales componentes de los gránulos  plaquetarios. 
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trombopoyetina (TPO) y el c-mpl, respectivamente [25-29]. Hoy sabemos que la 
interacción TPO/c-mpl es la principal responsable del crecimiento y desarrollo de 
MCs a partir de la CMH [30]. Estos hallazgos dieron inicio a una nueva era de 
sistemas de cultivo que permitieron estudiar la biogénesis plaquetaria y comprender 
mejor el proceso de trombopoyesis. 
El modelo actualmente aceptado propone que la biogénesis plaquetaria 
ocurre mediante la formación de dos intermediarios entre el MC maduro y las 
plaquetas libres, las proplaquetas y las preplaquetas [31]. Este modelo establece que 
los MCs maduros extienden procesos citoplasmáticos largos y ramificados 
denominados proplaquetas, que están compuestos por engrosamientos en tándem 
del tamaño de plaquetas conectados por finos puentes citoplasmáticos [24]. Las 
primeras evidencias surgieron en el año 1969, cuando se registraron múltiples 
imágenes de proplaquetas extendiéndose dentro de los sinusoides medulares [32, 
33]. Luego, estas estructuras proplaquetarias fueron obtenidas de manera 
espontánea a partir de cultivos in vitro de MCs derivados de CMH de hígado fetal 
murino [24, 31, 34] y de CMH humanas estimuladas con TPO [35-37]. 
Durante la formación y extensión de las proplaquetas el MC concentra todo su 
citoplasma en las extensiones proplaquetarias. Este proceso comienza con la erosión 
de uno de los polos del citoplasma causando la formación de pequeños 
pseudópodos. A continuación, estos pseudópodos comienzan a elongarse formando 
finos túbulos de diámetro uniforme mientras que se ramifican y se forman 
engrosamientos a lo largo de toda su longitud. Estas ramificaciones se condensan en 
forma lamelar y vuelven a dividirse, amplificando el número de ramificaciones en 
cada ciclo de conversión lamelar/ramificada. Eventualmente, las proplaquetas se 
desprenden del cuerpo del MC y este se transforma en un núcleo residual rodeado 







La fuerza necesaria para la extensión de los procesos proplaquetarios está 
provista por el citoesqueleto de tubulina y actina [38, 39]. Dentro de las diferentes 
isoformas de tubulina, la 1 es la principal en los MCs y su reorganización es 
esencial para la formación y extensión de las proplaquetas [40]. Cuando el MC 
comienza a generar proplaquetas, los microtúbulos se organizan de manera cortical 
formando haces gruesos por debajo de la membrana plasmática. Luego, comienzan 
a extenderse pseudópodos y los microtúbulos forman arreglos lineales que se 
prolongan por toda la longitud de la proplaquetas. El extremo más distante de cada 
uno de estos procesos tiene un engrosamiento del tamaño de una plaqueta que 
contiene un anillo de microtúbulos [31]. Además de participar en la elongación de las 
proplaquetas, los microtúbulos también permiten el transporte de organelas y 
gránulos dentro de las proplaquetas nacientes. Estas estructuras intracelulares se 
asocian a proteínas motoras (tal como la kinesina) y son enviadas individualmente 
desde el cuerpo del MC hacia el interior de las proplaquetas, moviéndose 
bidireccionalmente hasta que son capturadas por el extremo proplaquetario [41]. En 
cuanto al citoesqueleto de actina, su función ha sido menos estudiada y solamente 
ha sido establecido que la F-actina se encuentra presente a lo largo de toda la 
proplaqueta y es la encargada de generar el curvamiento inicial para que se genere 
una bifurcación proplaquetaria [42]. Una vez que los engrosamientos proplaquetarios 
contienen todos los componentes de una plaqueta funcional, las proplaquetas son 
escindidas del cuerpo del MC y liberadas hacia el torrente sanguíneo [43].  
Figura 2. Generación de proplaquetas. Secuencia de fotos en el tiempo que muestran los 
eventos esenciales que llevan a la formación de proplaquetas in vitro. (A) La producción de 
proplaquetas comienza cuando el citoplasma del MC se erosiona en un polo (asterisco 
blanco). (B y C) Las proplaquetas (flecha blanca) se extienden a lo largo del cuerpo del MC 
a medida que se extienden y ramifican. (D) Finalmente, las proplaquetas se contraen y se 
separan del cuerpo celular residual del MC (flecha blanca). Adaptada de Italiano JE, et al. 




En el año 2010, se describió un nuevo intermediario de la biogénesis 
plaquetaria conocido como preplaquetas. Estas estructuras se encuentran en la 
sangre periférica, tienen mayor tamaño que una plaqueta y presentan forma circular 
o de mancuerna. Estas dos formas son interconvertibles entre sí y permite a las 
preplaquetas mezclar y volver a distribuir el contenido granular. Finalmente la forma 
de mancuerna se escinde por su parte central dando lugar a dos plaquetas libres 






Diferentes trabajos fortalecen este modelo de generación de plaquetas, 
aunque recientemente Nishimura y colaboradores demostraron que cuando existe 
una necesidad aguda de plaquetas los MCs son capaces de liberar plaquetas 
funcionales sin formar pre ni proplaquetas en un mecanismo regulado por la 
interleuquina 1 (IL-1). Mediante este proceso el rendimiento de plaquetas es 
aproximadamente 20 veces mayor que el que se obtiene mediante la formación de 
proplaquetas. De esta manera, durante el estado estacionario la trombopoyesis 
respondería al modelo proplaquetario regulado por TPO, mientras que, ante una 
necesidad extrema se activaría este nuevo mecanismo dependiente de IL-1[44].  
A pesar de los grandes avances logrados en el conocimiento de este proceso, 
existen aún numerosos interrogantes acerca de la trombopoyesis, como por ejemplo 
Figura 3. Modelo de producción de plaquetas. (A) La formación de proplaquetas 
comienza con la extensión de finos pseudópodos que se extienden utilizando el 
citoesqueleto de tubulina. El final de cada proplaqueta contiene un engrosamiento del 
tamaño de una plaqueta y las mitocondrias y gránulos (esferas amarillas y naranjas) son 
transportadas a dichos extremos. (B) El MC completo se convierte en proplaquetas que 
son liberadas a circulación junto con las plaquetas a través de los sinusoides medulares. 
(C) Las proplaquetas pueden interconvertirse en preplaquetas en circulación. Finalmente, 
esta forma de mancuerna se escinde por el centro para liberar dos plaquetas individuales. 
Adaptada de Semin Thromb Hemost 2013;39:15–24. 
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cuáles son las señales que inician el proceso de formación de proplaquetas o los 
mecanismos que llevan a su fragmentación para formar las preplaquetas. Incluso, se 
desconocen las fuerzas que promueven que las preplaquetas en forma de 
mancuerna se escindan para dar lugar a las plaquetas funcionales tal y como las 
conocemos. 
1.3 Rol del microambiente medular en la formación de plaquetas 
 
La MO es un tejido complejo protegido por los huesos y dedicado a la 
producción de los diferentes tipos celulares que componen la sangre [45]. Dentro de 
las cavidades de los huesos, la MO se constituye como una red tridimensional de 
sinusoides ramificados rodeados por colonias de células hematopoyéticas inmersas 
en una malla de componentes de la matriz extracelular y factores humorales (Figura 
4). Las células que componen el estroma medular incluyen osteoblastos, células 
endoteliales, macrófagos, células reticulares no fagocíticas (incluyendo 
miofibroblastos y células adventicias sinusoidales) y células madre mesenquimales 
[46]. Las células estromales de la MO regulan la hematopoyesis a través de la 
expresión de citoquinas u otras macromoléculas solubles o unidas a membrana, 
contra receptores para integrinas y otras moléculas de adhesión presentes en la 
superficie de las células hematopoyéticas [30].  
Dentro de la MO, los mecanismos de diferenciación celular y tránsito hacia el 
torrente sanguíneo están estrictamente regulados para satisfacer los diferentes 
requerimientos fisiológicos. La arquitectura medular permite reconocer diferentes 
nichos cuyo microambiente mantiene y regula un tipo particular de célula progenitora. 
En base a la composición y localización de los diferentes tipos celulares se definen 
dos microambientes o nichos medulares. Uno vascular compuesto principalmente por 
células endoteliales, células reticulares y células estromales mesenquimales llamado 
nicho vascular [47, 48] y otro asociado al endostio (interfase entre el hueso y la MO) 
compuesto por osteoblastos o células de su linaje llamado nicho osteblástico o 
endostial [49]. Históricamente, los MCs se asociaron al nicho vascular donde fueron 
observados adyacentes a los sinusoides medulares tanto in vivo como ex vivo [33, 
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43]. Sin embargo, estudios más recientes demostraron que estas células pueden 
estar ubicadas en porciones anatómicas diferentes asociándose tanto al nicho 
vascular como al osteblástico [50, 51]. El modelo actual propone que a medida que 
los MCs maduran, migran del nicho osteoblástico al vascular para finalmente liberar 
desde allí las proplaquetas a la circulación [52]. 
El colágeno tipo I es el componente más abundante del nicho osteoblástico 
[53]. Curiosamente, la unión de MCs a este tipo de colágeno inhibe la formación de 
proplaquetas [54, 55] sugiriendo que en condiciones fisiológicas el nicho 
osteoblástico impide la formación de dichas estructuras [56]. Por otra parte, utilizando 
un modelo de co-cultivo de osteoblastos junto con CMH, se observó que las células 
forman un nicho que favorece la deposición de colágeno tipo I y crea un entorno que 
promueve su diferenciación al linaje megacariocítico pero no permite completar su 
maduración ni que se extiendan las proplaquetas [57]. Esto apoya la idea de que el 
colágeno tipo I en el nicho osteoblástico actúa como supresor de la formación de 






Figura 4. Anatomía de la médula ósea. Las CMH en un humano adulto residen 
principalmente dentro de la MO que es un órgano complejo que contiene diferentes tipos 
celulares, tanto hematopoyéticos como no hematopoyéticos. (A) Anatomía de un hueso con 
las diferentes partes que lo conforman. (B) La interfase entre el hueso y la MO se denomina 
endostio. Esta estructura se encuentra cubierta de células que recubren el hueso incluyendo 
osteoblastos y osteoclastos. Las arterias transportan oxígeno, nutrientes y factores de 
crecimiento dentro de la MO y se extienden hasta coalescer en un sinusoide central que 
conforma la circulación venosa. Los sinusoides son vénulas especializadas que componen 
una red reticular de vasos fenestrados que permiten que las células entren y salgan a 
circulación. (C) Arquitectura funcional de la MO. La maduración megacariocítica se produce 
desde el nicho endostial al vascular mientras migran debido principalmente al gradiente de 
citoquinas y quemoquinas. Lo MCs maduros (flechas negras) se apoyan sobre los sinusoides 
(línea punteada azul) para liberar proplaquetas a circulación. 
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Durante los estadios finales de la trombopoyesis, los MCs se localizan en las 
cercanías de los sinusoides medulares en donde entran en contacto con una gran 
variedad de citoquinas y quemoquinas que son producidas y liberadas por los 
diferentes tipos celulares del nicho vascular. Dentro de ellas, el factor derivado del 
estroma 1  (SDF-1, del inglés Stroma-derived Factor-1 ) fue la primera 
quemoquina implicada en el direccionamiento de los MCs hacia el nicho vascular 
[58]. El SDF-1 regula la migración de los MCs a través de su receptor específico, el 
CXCR4, por lo que su expresión durante la MCp está delicadamente regulada [59]. 
Finalmente, la importancia de las quemoquinas en la MCp fue demostrada por 
Avecilla y colaboradores que observaron el restablecimiento de la trombopoyesis en 
ratones knock out para la TPO y su receptor mediante el suministro de SDF-1 en 
conjunto con el factor de crecimiento de fibroblastos [60]. En línea con estos 
estudios, ha sido recientemente reportado que la administración de SDF-1 o la 
estabilización de esta citoquina endógena aumenta la asociación de los MCs con los 
sinusoides medulares y consecuentemente la trombopoyesis. En particular, utilizando 
un modelo de injuria por irradiación, los autores demostraron que la fluctuación 
dinámica en la distribución espacial y temporal del SDF-1 se correlaciona con el 
posicionamiento de los MCs dentro del nicho vascular [61]. Además, otro trabajo ha 
mostrado recientemente que algunas señales angiogénicas también se encuentran 
involucradas en la relocalización de los MCs en el nicho vascular provocando un 
aumento de la producción plaquetaria [62]. 
En resumen, la idea de los MCs como células estáticas de la MO ha ido 
evolucionando hacia un modelo dinámico en el cual estas células maduran a medida 
que migran por los diferentes nichos dirigidos por estímulos específicos. De este 
modo, el nicho osteoblástico proporciona un entorno que permite que los precursores 
megacariocíticos proliferen, se diferencien y comiencen a madurar, mientras que el 






Las plaquetas, descubiertas en 1882 por Giulio Bizzozero, han sido 
tradicionalmente consideradas como restos citoplasmáticos de los MCs [63]. Sin 
embargo, en la actualidad se considera que son células anucleadas y que, además 
de su rol fundamental en la hemostasia y la trombosis, participan también en el 
desarrollo de diferentes procesos tales como la remodelación tisular, procesos 
inflamatorios y el control de infecciones virales y bacterianas [64, 65]. Tal diversidad 
funcional es consistente con el hecho de que las plaquetas en los mamíferos se 
originaron durante el curso de la evolución a partir de un tipo de célula defensiva y 
multifuncional representada filogenéticamente por los actuales trombocitos de los 
artrópodos, peces, aves y reptiles [66]. Las plaquetas pueden realizar funciones tan 
variadas debido a que, además de interactuar con otras plaquetas y con moléculas 
de la matriz extracelular, son capaces de interaccionar y modificar la activación de 
neutrófilos, monocitos y linfocitos [67]. Además, liberan potentes moléculas desde 
sus gránulos que participan y modifican los procesos anteriormente mencionados.  
En condiciones normales, las plaquetas circulantes no se adhieren a la pared 
de los vasos sanguíneos, a los leucocitos o entre ellas debido a las propiedades anti 
trombóticas del endotelio vascular. La lesión de un vaso provoca el reclutamiento de 
plaquetas circulantes que se adhieren a proteínas de la matriz subendotelial. Las 
plaquetas retenidas se activan y liberan mediadores solubles que actúan no 
solamente de manera autócrina, sino también reclutando y activando otras plaquetas 
circulantes generando un sistema de retroalimentación positiva que favorece la unión 
plaqueta-plaqueta, fenómeno conocido como agregación plaquetaria y que es 
esencial para la consolidación del trombo [68]. Si bien este proceso constituye un 
elemento clave en la hemostasia normal, la activación plaquetaria en lugares 
inapropiados puede provocar, por ejemplo, una trombosis arterial que es la principal 





Desde el punto de vista morfológico, las plaquetas son los elementos 
celulares más pequeños de la sangre (2 – 5 m de diámetro). La membrana 
plasmática de las plaquetas desempeña un papel fundamental en su respuesta 
hemostática debido a que es la encargada de interaccionar con proteínas 
plasmáticas, subendoteliales o vasculares desencadenando procesos de activación 
plaquetaria y conectando así elementos extracelulares con el citoesqueleto 
plaquetario. Esta membrana presenta una apariencia rugosa debido a pequeñas 
invaginaciones que se extienden por toda su superficie (Figura 5). Sus pliegues 
podrían proveer un reservorio de membrana plasmática necesario para que las 
plaquetas puedan adherirse y extenderse sobre la superficie injuriada (proceso 
conocido como adhesión plaquetaria). A lo largo de todas estas invaginaciones se 
encuentran pequeñas aperturas que se conectan al sistema canalicular abierto 
(SCA). Este sistema constituye una serie de canales abiertos hacia el espacio 
exterior que facilitan el proceso de secreción y permiten el acceso de sustancias 
hacia el interior de la plaqueta [70]. 
Inmediatamente por debajo y alrededor de toda la membrana plasmática, se 
encuentra un anillo de microtúbulos, el cual mantiene la forma discoidea de la 
plaqueta en reposo (Figura 5). Además, posee un sistema formado por filamentos de 
actina-miosina que está involucrado en el cambio de forma y la retracción del 
coágulo luego de la activación plaquetaria [71]. 
El citoplasma plaquetario contiene mitocondrias (que desempeñan un rol 
fundamental en el metabolismo energético), peroxisomas y partículas de glucógeno 
[72]. Además, las plaquetas presentan tres tipos de organelas secretorias: lisosomas 
y gránulos  y densos [73, 74], siendo estos dos últimos característicos del linaje 








2.3 Respuestas de activación plaquetaria 
 
La activación plaquetaria puede ser dividida conceptualmente en cuatro 
etapas (Figura 6). 
Adhesión: como primera respuesta a la injuria vascular las plaquetas se 
adhieren a diferentes componentes de la matriz subendotelial expuesta. Esta matriz 
contiene varios ligandos reconocidos por diferentes receptores plaquetarios 
incluyendo colágeno [75], factor von Willebrand (FvW) [76], laminina [77], fibronectina 
[78] y trombospondina-1 [79]. Dependiendo de las condiciones del flujo sanguíneo, la 
adhesión plaquetaria ocurre por diferentes mecanismos. En vasos sanguíneos donde 
las fuerzas de cizallamiento son elevadas, como en la microcirculación o en vasos 
estenóticos, la unión inicial ocurre principalmente por la unión al FvW subendotelial. 
El FvW se encuentra depositado en los gránulos de las células endoteliales y las 
plaquetas, en el subendotelio y en circulación [80]. Las plaquetas no interaccionan 
con el FvW circulante ya que tiene ocultos sus sitios de unión (evitando la agregación 
plaquetaria intravascular), pero el FvW es capaz de unirse al colágeno expuesto por 
la injuria vascular y, como consecuencia de esta unión, cambia su conformación 
permitiendo su reconocimiento por la subunidad Ib del complejo glicoproteico 
Figura 5. Micrografía electrónica de la estructura plaquetaria. (A) Fotografía 
electrónica de barrido en donde se observa la estructura rugosa de la membrana 
plaquetaria. (B) Microscopía electrónica de transmisión de una sección de la plaqueta 
mostrando los diferentes componentes intracelulares. Se observa un anillo de microtúbulos 
en la periferia de la célula debajo de la membrana plasmática. La membrana se invagina 
en varios puntos para formar el SCA. Los gránulos  son los más numerosos y los 
gránulos densos deben su nombre a su alta densidad electrónica. Adaptado de Michelson, 





GPIb/V/IX plaquetario [81]. Dado que esta interacción es reversible, no provoca una 
adhesión estable sino que genera interacciones transitorias que provocan el 
rodamiento inicial (thetering) sobre el sitio injuriado [82-84]. Para estabilizar esta 
adhesión rápida y transitoria se necesitan contactos adicionales entre las plaquetas y 
la matriz extracelular expuesta. En la adhesión estable a la matriz subendotelial 
participan  diferentes integrinas entre las que se encuentran: la 21 que también se 
une al colágeno, la 51 que une fibronectina y la IIb3, la integrina plaquetaria más 
abundante, que interactúa con la fibronectina, el FvW y, su principal ligando, el 
fibrinógeno [85-87].  
Cambio de forma: Desde el punto de vista morfológico, la adhesión de las 
plaquetas a proteínas de la matriz extracelular desencadena varios cambios que van 
desde la formación de filopodios hasta la extensión de lamelipodios que provocan el 
esparcimiento completo de la plaqueta o full cell spreading [88].  
Secreción del contenido de los gránulos: como resultado de la activación 
plaquetaria provocada por la adhesión inicial, y de manera concomitante con el 
cambio de forma, los gránulos plaquetarios ( y densos) se centralizan formando una 
estructura denominada granulómero para finalmente ser secretados. Los gránulos se 
fusionan con el SCA y su contenido soluble difunde en el medio extracelular mientras 
que la proteínas integrales de la membrana granular quedan expuestas en la 
membrana plasmática [89]. Alguno de los productos de secreción provenientes de los 
gránulos densos (como el ADP y la serotonina) además de actuar sobre la misma 
plaqueta de la que fueron secretados, estimulan otras plaquetas cercanas 
favoreciendo el crecimiento del trombo plaquetario [90].  
Los gránulos  son los más abundantes en las plaquetas, constituyendo 
aproximadamente el 10% de su volumen. Además, la fusión de estos gránulos con el 
SCA le permiten a la plaqueta incrementar su tamaño (entre 2 y 3 veces 
aproximadamente), hecho necesario para el cambio de forma y spreading 
plaquetario. La secreción de los gránulos  está asociada principalmente con la 
participación de las plaquetas en la reparación de heridas, la formación de nuevos 
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vasos (o angiogénesis) y la respuesta inflamatoria. Frente a una injuria vascular, la 
completa detención de la hemorragia está determinada por la secreción de factores 
de crecimiento de los gránulos  como el factor de crecimiento fibroblástico, 
epidermal, hepatocítico, insulínico tipo 1, transformante  y de endotelio vascular los 
cuales promueven la invasión de fibroblastos del tejido conectivo adyacente hacia el 
interior de la herida y facilitan la formación de una cicatriz [91]. Además, varias de 
estas moléculas mitogénicas conjuntamente con la liberación de metaloproteasas 
promueven la angiogénesis [92]. 
Los gránulos  también contienen en su membrana moléculas como la P-
selectina y el CD40 ligando (CD40L) que facilitan la adhesión de las plaquetas con 
otras células circulantes. Cuando la plaqueta se activa, estas moléculas que están en 
la membrana de los gránulos se fusionan con la membrana celular y la exposición de 
las mismas en la superficie celular facilita la interacción de las plaquetas con el 
endotelio y células inflamatorias como monocitos, neutrófilos y linfocitos [65, 93, 94]. 
El resultado de esta interacción es la activación de estos tipos celulares dando como 
resultado la expresión y/o liberación de moléculas de adhesión y de sustancias 
bioactivas por parte de los leucocitos que amplifican la respuesta inflamatoria. Las 
plaquetas también contribuyen significativamente a este fenómeno ya que ,además 
de contener moléculas de adhesión celular, los gránulos  contienen altas 
concentraciones de citoquinas y quemoquinas que activan las células endoteliales e 
inducen el reclutamiento, la activación y migración de leucocitos al foco inflamatorio 
[92]. 
Agregación: Luego de la adhesión de una monocapa de plaquetas sobre el 
FvW y el colágeno expuesto en el subendotelio, el cambio de forma y la liberación 
del contenido granular, el siguiente paso requerido para la formación del trombo es el 
reclutamiento de nuevas plaquetas circulantes. Estas plaquetas se activan y 
adquieren la capacidad de unirse unas con otras en un proceso conocido como 
agregación plaquetaria [68, 95]. Esto es posible gracias a la generación local de 
agonistas solubles que son secretados durante la liberación del contenido granular, 
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tales como el ADP o a la producción de tromboxano A2 (TXA2) por parte de las 
plaquetas adheridas y también por la trombina generada como consecuencia de la 
exposición del factor tisular en la superficie plaquetaria y la consecuente activación 
de la cascada de coagulación [68]. El paso final de la formación del trombo 
plaquetario es la unión a fibrinógeno que por sus características de molécula 
multivalente permite la formación de puentes estables entre plaqueta y plaqueta 








2.4 Ciclo de vida de las plaquetas 
Las plaquetas humanas tienen una vida media de 7 a 10 días, luego de lo cual 
son removidas de la circulación. La eliminación de las plaquetas ocurre 
principalmente en el bazo y el hígado por macrófagos esplénicos o células de 
Kupffer, respectivamente, que reconocen señales fagocíticas expresadas en la 
superficie de las plaquetas [97]. Si bien los mecanismos por los cuales las plaquetas 
son detectadas para ser eliminadas de la circulación no están completamente 
dilucidados, se sabe que este reconocimiento puede llevarse a cabo a través de 
diferentes vías. Como ejemplo se puede mencionar el reconocimiento a través de los 
receptores scavenger que reconocen la fosfatidilserina expresada en la superficie de 
plaquetas o aquellas plaquetas que presentan una menor densidad de residuos de 
Figura 6. Función hemostática de las plaquetas. (A) El primer paso en la formación del 
trombo plaquetario es la exposición del FvW, colágeno y otras proteínas de la membrana 
basal que provocan la adhesión plaquetaria. (B) Las plaquetas que se adhieren, se agregan 
entre si y liberan mediadores, tales como el ADP y el Tromboxano A2, que activan plaquetas 
circulantes. Además la superficie plaquetaria adquiere un fenotipo procoagulante que permite 
la generación de gran cantidad de trombina. (C) La  trombina cataliza la deposición de fibrina y 
se forma el tapón hemostático que detiene el sangrado. 
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ácido siálico en su superficie [98, 99]. Más aún, un estudio reciente en ratones, 
identificó un mecanismo de retroalimentación mediante el cual las plaquetas 
envejecidas y desialiladas, no solo son removidas, sino que además estimulan la 
producción de TPO en los hepatocitos lo cual le permite mantener un número estable 
de plaquetas en circulación [100].  
 
Interferones tipo I 
3.1 Generalidades 
Los interferones tipo I (IFN I) fueron las primeras citoquinas en ser 
descubiertas en 1957, cuando Isaacs y Lindenmann reportaron la existencia de un 
factor secretado por células de pollo en respuesta a la infección con influenza que 
tenía la capacidad de “interferir” con la replicación viral [101]. Hoy sabemos que los 
IFN I son las principales proteínas producidas durante la infección viral y su efecto se 
debe principalmente a tres funciones [102]. En primer lugar, inducen un estado 
celular antimicrobiano en la célula infectada y en las células circundantes a la misma 
limitando así la diseminación del agente infeccioso, particularmente patógenos 
virales. También, modulan la respuesta inmune innata de manera balanceada 
promoviendo la presentación antigénica y la función de las células Natural Killer 
mientras que restringen la producción de citoquinas pro inflamatorias. Por último, 
activan la inmunidad adaptativa favoreciendo el desarrollo de linfocitos T y B 
antígeno específicos y disparando la memoria inmunológica [103].  
Existen siete clases de IFN I: IFN , ,  y. Las dos últimas variantes 
son las más estudiadas y mientras que hay solamente una variante funcional de 
IFN existen varias del IFN. La mayoría de las células producen IFN, mientras 
que las células sanguíneas, particularmente las células dendríticas plasmocitoides, 
son productoras predominantes de IFN[102] 
Todos los IFN I son capaces de inducir un estado celular antiviral mediante la 
unión a un receptor transmembrana común llamado IFNAR (del inglés, interferon 
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alpha receptor) [104]. La activación de dicho receptor conlleva a la activación de una 
cascada de señalización que activa dos quinasas de la familia Janus, Tyk2 y Jak1, lo 
que resulta en el reclutamiento de STAT1 y la consecuente unión a STAT2 que se 
encuentra unido al receptor. De esta manera, los heterodímeros STAT1-STAT2 se 
disocian del receptor y son capaces de migrar al núcleo en donde se asocian con el 
factor regulador de interferón 9 (IRF9) para formar un complejo trimolecular llamado 
factor génico estimulado por interferón 3 (ISGF3). Finalmente, el ISGF3 se une a las 
secuencias consenso conocidas como elementos de respuesta sensibles al 
interferón (ISRE) desencadenando la transcripción de genes antivirales específicos 
[105]. Con respecto a la expresión del IFNAR, nuestro grupo recientemente demostró 
su expresión en el linaje megacariocítico desde las CMH hasta los MCs maduros, 
pero no en plaquetas. Además, encontramos que los MCs tienen la capacidad de 
sintetizar, liberar y de responder al IFN I aumentando la expresión de proteínas 
antivirales [106]. De esta manera, estos hallazgos presentan a los MCs no solo como 
células respondedoras al IFN I sino también como células capaces de detectar una 
infección viral y responder frente a ella. 
3.2 Reconocimiento de ARN viral y producción de IFN I 
Una de las principales familias de receptores responsables del 
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) son los 
receptores tipo toll (TLRs, del inglés Toll-like receptors). Hasta la fecha, han sido 
identificados 10 TLRs en humanos y 13 en ratones, siendo comunes en ambos del 1 
al 9. Los TLRs involucrados en el reconocimiento de ARN viral son el 3, 7 y 8 [107]. 
El TLR3 interacciona con el genoma de virus ARN de doble cadena (ARNdc) como 
los reovirus, así como con ARNdc provenientes de los procesos de replicación de la 
mayoría de los virus [108]. Por su parte, el TLR7 reconoce el ARN viral de cadena 
simple (ARNsc) y detecta virus como el de la inmunodeficiencia humana o influenza 
[109-111]. Además, los humanos (pero no los ratones) también detectan el ARNsc a 
través del TLR8. Tanto el TLR3 como el TLR7 pueden ser activados por moléculas 
sintéticas. Por ejemplo, los derivados de imidazoquinolonas, como el Imiquimod y 
análogos de guanina, estimulan al TLR7 y 8 mientras que el TLR3 reconoce, entre 
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otros, al ácido poliinosínico-policitidílico [Poly (I:C)] [108, 112]. Una vez que estos 
receptores son activados desencadenan una cascada de señalización que culmina 
con la activación de los factores de transcripción NFB y AP1 que dirigen la síntesis 
de citoquinas pro inflamatorias. Además, cada uno de ellos activa su correspondiente 
factor regulador de interferón IRF3 e IRF7. El IRF3 activado favorece principalmente 
la producción de IFN mientras que el IRF7 regula tanto la producción de IFN como 
 [113]  
Una vez que los componentes virales alcanzan el citoplasma, las moléculas 
de ARN son detectadas por una segunda línea de reconocimiento, las helicasas RIG-
I (del inglés, retinoic acid-inducible gene I) y MDA-5 (del inglés, Melanoma 
Differentiation-Associated protein 5) [107]. Estos receptores inducen la activación del 
factor de transcripción NFB y del adaptador mitocondrial de señalización antiviral 
(MAVS) y las quinasas TBK1 e IKKi que activan el IRF3 e inducen la transcripción de 
IFN[114]. Estas helicasas también tienen la capacidad de responder a la 
estimulación por moléculas sintéticas, entre ellas es de gran importancia la activación 
de MDA-5 por Poly (I:C) [115]. 
3.3 Trombocitopenia mediada por IFN I 
Desde su descubrimiento, los IFN I atrajeron un gran interés como potenciales 
agentes terapéuticos frente a infecciones gracias a su actividad antiviral. Sin 
embargo, recién a fines de la década del 60 se logró la producción y purificación de 
IFN I humanos para su uso clínico.  
 El primer reporte de una aplicación clínica de estas citoquinas apareció a 
mediados de 1970 cuando Cantell y colaboradores obtuvieron pequeñas cantidades 
de IFN purificado (aunque con un bajo grado de pureza) a partir de glóbulos 
blancos de dadores sanos [116]. Con este logro, el grupo de Cantell pudo aportar 
evidencia importante, aunque no suficiente, para el tratamiento de pacientes que 
sufrían diferentes patologías virales como el resfrío común, la queratoconjuntivitis 
herpética y la varicela [117-119]. Años más tarde, se encontró que los IFN I eran 
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capaces de inhibir las infecciones crónicas mediadas por el virus de la leucemia 
murina [120] y desde ese momento se comenzó a tratar pacientes infectados con el 
virus de la hepatitis B con IFN obteniendo resultados positivos [121]. Finalmente, 
los reportes sobre uso de los IFN I para el tratamiento exitoso de cáncer renal [122], 
melanomas malignos [123], linfomas y leucemias [124] reavivó el interés clínico por 
estas citoquinas. Actualmente, se han desarrollado numerosas terapias con estas 
citoquinas entre las que podemos incluir la hepatitis viral [125], el sarcoma de Kaposi 
asociado al SIDA [126], cierto tipo de leucemia [127], la trombocitemia esencial [128], 
algunos procesos de autoinmunidad sistémica [129] o la esclerosis múltiple [130].  
A pesar de su eficacia terapéutica, existen una serie de efectos adversos 
asociados al uso de esta droga que pueden llevar a la finalización prematura del 
tratamiento. Entre ellos, reviste gran importancia su acción supresora de la 
hematopoyesis, que si bien es útil para el tratamiento de desórdenes proliferativos, 
resulta nociva cuando se lo administra para controlar infecciones virales, tumores 
sólidos o enfermedades autoinmunes. En este sentido, la trombocitopenia es una de 
las causas más frecuentes de disminución de dosis o incluso suspensión de la 
terapéutica con IFN , por ejemplo en pacientes con hepatitis virales [131]. 
Sin bien los efectos beneficiosos del tratamiento de las diferentes patologías 
con IFN I son claros, las bases moleculares por las cuales el recuento plaquetario 
disminuye aún no están completamente dilucidadas. En pacientes tratados con IFN I, 
se describieron diferentes mecanismos que conducen a una disminución en el 
recuento plaquetario. Estos incluyen el efecto anti proliferativo a nivel medular que 
detiene el crecimiento de células mieloides [132] y, en casos más raros y 
esporádicos, trombocitopenia inmune [133, 134] y púrpura trombocitopénica 
trombótica [133, 135, 136]. En un modelo murino de expansión de MCs in vitro se 
postuló al IFN como inhibidor directo de la MCp afectando la proliferación y 
polipolidización de MCs inducidas por TPO [137]. En cambio, posteriormente fue 
reportado que el tratamiento con IFN disminuye la producción de plaquetas sin 
alterar la generación de MCs utilizando un modelo in vitro de MCp humana [138]. En 
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un intento de poder dilucidar estas controversias, y a través de estudios in vitro con 
MCs humanos, nuestro grupo de trabajo demostró que el destino de los MCs 
depende de la concentración de IFN I a la que son expuestos. De esta manera, 
mientras que las altas concentraciones disminuyen marcadamente la proliferación de 
los MCs, bajas concentraciones de IFN I afectan selectivamente la producción 
plaquetaria [139].  
La trombocitopenia también está asociada frecuentemente a infecciones 
virales [140-146]. Si bien los mecanismos involucrados son diversos y dependen 
esencialmente de la naturaleza del virus, un estudio pionero de Iannacone y 
colaboradores mostró que ratones que se encontraban infectados con el arenavirus 
de la coriomeningitis linfocítica (LCMV) presentaban una alteración de la agregación 
plaquetaria inducida por ADP junto con una reducción del 80% del número de 
plaquetas circulantes, siendo ambas alteraciones dependientes de un aumento en 
los niveles de IFN I [147]. En concordancia con estos hallazgos, nuestro de grupo de 
trabajo demostró que la infección de CMH o MCs con el virus Junín (arenavirus 
causante de la Fiebre Hemorrágica Argentina [146]) o el tratamiento con Poly (I:C), 
inhibe selectivamente la formación de proplaquetas y la liberación de plaquetas de 
manera dependiente de la producción de IFN I, sin afectar la sobrevida celular o la 
generación de MCs [139]. Todos estos datos apoyan fuertemente la idea de que los 
IFN I son nuevos reguladores de la megacario/trombopoyesis y que el aumento en 
los niveles de estas citoquinas como resultado de una infección viral serían los 
responsables de la trombocitopenia frecuentemente observada en pacientes que 












La producción de IFN I es una respuesta sistémica de la inmunidad innata 
frente a la infección con diferentes tipos de virus y además estas citoquinas son 
utilizadas para el tratamiento de diferentes patologías. Una de las complicaciones 
tanto en la infección viral como durante el tratamiento con IFN I, es la disminución en 
el número de plaquetas. Los mecanismos asociados a estas trombocitopenias así 
como sus bases moleculares no se encuentran completamente dilucidadas. Estudios 
recientes de nuestro laboratorio sugieren que la producción parácrina de IFN I – en 
particular  y –, por células hematopoyéticas de la MO podría ser uno de los 
mecanismos involucrados en la trombocitopenia mediada por virus y además que las 
concentraciones de IFN I determinan un efecto selectivo sobre la biogénesis y 
funcionalidad plaquetaria. 
A partir de estos hallazgos el objetivo del presente trabajo de Tesis fue 




1. Estudiar la funcionalidad de plaquetas generadas in vitro a partir de células 
hematopoyéticas humanas CD34+ estimuladas con TPO tratadas con Poly (I:C) o IFN 
I recombinante. 
2. Evaluar las alteraciones cuanti/cualitativas de MCs y plaquetas en ratones 
tratados con Poly (I:C) como análogo sintético del ARNdc e inductor de IFN I. 
3. Evaluar si otro inductor de IFN I como Imiquimod muestra efectos similares al 
Poly (I:C). 
4. Corroborar la implicancia de la vía de los IFN I como mediadores de los 
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4. Ensayos in vitro 
4.1 Avales y consentimiento informado 
El proyecto fue avalado por el Comité de Ética de los Institutos de la 
Academia Nacional de Medicina. Se recolectaron muestras de sangre de cordón 
umbilical de origen humano obtenidas de partos normales a término con el 
consentimiento informado de la madre en concordancia con los lineamientos del 
Banco Público de Sangre de Cordón Umbilical, institución que proveyó las muestras. 
4.1 Purificación de células hematopoyéticas CD34+ humanas 
Las muestras de sangre de cordón se diluyeron al medio con PBS estéril y se 
centrifugaron a 180 x g durante 15 min para obtener el plasma rico en plaquetas 
(PRP). Luego de descartar el PRP, se recompuso el volumen inicial con PBS y se 
aislaron las células mononucleares (CMN) utilizando un gradiente de Ficoll-Hypaque 
1.077 g/cm3 (GE, Buckinghamshire, UK) que fue centrifugado a 480 x g a 
temperatura ambiente (TA) durante 30 min. La interfase resultante fue recolectada y 
luego de dos lavados con PBS (500 x g durante 10 min a 4ºC) los glóbulos rojos 
residuales fueron lisados con una solución de NH4Cl 0,17 M y las CMN remanentes 
se recuperaron por centrifugación en PBS. 
La purificación de células CD34+ se realizó utilizando la técnica de 
inmunoselección magnética positiva empleando un kit comercial (Miltenyi Biotec, 
Bergish Gladbach, Alemania). Brevemente, las CMN se incubaron durante 15 min 
con IgG humana para bloquear los sitios de unión inespecífica y con un anticuerpo 
monoclonal anti-CD34 conjugado con un hapteno. Luego de un lavado con PBS 
suplementado con EDTA (2 mM) y albúmina sérica bovina (BSA, del inglés bovine 
serum albumin) al 0,5% (PBS/EDTA/BSA), las células se incubaron con un 
anticuerpo anti-hapteno conjugado a microesferas magnéticas y tras eliminar el 
exceso de anticuerpo mediante un lavado, las células se resuspendieron en 
PBS/EDTA/BSA. Finalmente, se realizó una selección magnética positiva utilizando 
una columna adosada a un imán que retiene las células CD34+ pero permite la 
elusión, por sucesivos lavados, de las células negativas para dicho marcador. La 
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pureza se determinó mediante citometría de flujo incubando 1x104 células con un 
anticuerpo anti-CD34 conjugado a isotiocianato de fluoresceína (FITC), que reconoce 
un epítope diferente al anticuerpo utilizado para la purificación, o su correspondiente 
control de isotipo, durante 15 min a 4ºC y posteriormente fueron fijadas con 
paraformaldehido (PFA) 1%. Las muestras fueron analizadas mediante un citómetro 
de flujo FACSCalibur (BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos). En los 
casos donde se obtuvo una pureza menor al 95% de células CD34+ se realizó una 
segunda columna de selección [139]. 
4.2 Expansión de MCs 
 Los MCs fueron expandidos a partir de células CD34+ resuspendidas en 
medio IMDM suplementado con TPO humana recombinante (75 ng/ml, Peprotech, 
DF, México), solución de albumina-insulina-transferrina (BIT, StemCell Technologies, 
Vancouver, BC, Canada) y penicilina/streptomicina (100 U/ml y 100 g/ml, 
respectivamente, StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canada), en una 
concentración de 1x105 células/ml. Los días 3, 7 y 10 de cultivo se agregó TPO 
fresca (25 ng/ml) y luego de 11-14 días, los cultivos mostraron diferentes 
características específicas de madurez megacariocítica: a) Desaparición de CD34, b) 
más de 75% de células CD61+, c) aumento del tamaño celular y d) expresión de 
CD42b en las células CD61+ [139]. 
4.3 Tratamiento con Poly (I:C) o IFN I 
Los MCs fueron tratados con diferentes concentraciones de Poly (I:C) 
(InVivoGen, San Diego, CA, Estados Unidos) o IFN o  humano recombinante 
(gentilmente cedido por la Dra. Daniela Cecconi, Laboratorio Tuteur, Buenos Aires, 
Argentina) al día siete de cultivo. Los controles se realizaron utilizando un volumen 
similar del diluyente de cada uno de los compuestos. 
4.4 Expresión de glicoproteínas de membrana 
La expresión de la glicoproteína plaquetaria IIb3 se determinó mediante 
citometría de flujo utilizando un anticuerpo monoclonal anti-CD61 (β3) (Becton 
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Dickinson, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos) conjugado con FITC o ficoeritrina 
(PE). Paralelamente, se realizó un control de marcación inespecífica reemplazando 
el anticuerpo monoclonal específico por un control de isotipo conjugados con el 
mismo fluoróforo (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos). El nivel de 
expresión de las distintas glicoproteínas se evaluó tanto en plaquetas como en MCs 
adquiriendo la muestra en escala logarítmica o lineal, respectivamente. La región 
analítica para plaquetas se estableció utilizando plaquetas humanas de sangre 
periférica [139].  
4.5 Capacidad de unión del fibrinógeno en plaquetas derivadas de 
cultivo  
Para determinar la activación plaquetaria se determinó la unión del 
fibrinógeno de plaquetas derivadas de cultivos de MCs. Los ensayos se realizaron 
entre los días 12 y 15 de cultivo [139]. Los MCs (3x105) se centrifugaron a 850 x g 
durante 10 min a TA en presencia de PGI2 (75 ng/ml). A continuación, los pellets 
celulares fueron resuspendidos en buffer Tyrode con calcio (1 mM) a TA y se dejaron 
reposar por 30 min. Las células fueron estimuladas o no con trombina durante 10 min 
a TA (1 U/ml, Enzyme Research Labs, Swansea, Reino Unido) en presencia de 
fibrinógeno conjugado con el fluoróforo Alexa-488. Finalmente, las muestras fueron 
fijadas con PFA 1% durante 20 min. La unión del fibrinógeno se analizó por 
citometría de flujo realizando un análisis similar al descripto en el punto anterior. 
5 Ensayos in vivo 
5.1 Animales 
Se utilizaron ratones hembra wild-type (WT) y knockout (KO) para el receptor 
de IFN I (IFNAR-/-) obtenidos originalmente de los laboratorios Jackson (Bar Harbor, 
Maine, USA) de la cepa C57BL/6J de 18-20 g de peso (edad: entre 8 y 10 semanas) 
para todos los experimentos. Los ratones fueron mantenidos y criados en el bioterio 
del Instituto de Medicina Experimental de acuerdo a las normas establecidas por el 
Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos. Todos los experimentos fueron 
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realizados acorde a las guías de la American Physiological Society’s Guiding 
Principles for the Care and Use of Animals in Research (American Physiological 
Society) y las reglamentaciones aprobadas por autoridades locales.  
5.2 Diseño experimental 
Los ratones fueron anestesiados con Tribromoetanol (0,5 mg/g, Sigma, St. 
Louis, MO, USA) e inoculados de manera intravenosa con diferentes 
concentraciones de Poly (I:C), Imiquimod o un volumen similar de sus diluyentes 
cada 24 hs. En algunos grupos de ratones se tomaron muestras luego de 3 
inoculaciones (esquema 1) mientras que para los estudios cinéticos se tomaron 
varias muestras durante el tratamiento (esquema 2). Los esquemas experimentales 




5.3 Recuento de sangre periférica 
 
A diferentes horas post inoculación (hpi) los ratones fueron anestesiados con 
Tribromoetanol y se colectaron muestras de sangre mediante la punción del seno 
retro-orbital utilizando un capilar heparinizado. La sangre fue anticoagulada con 
Esquema 1. Diseño experimental para los ensayos in vivo realizados luego de tres 
inoculaciones. 




EDTA (2 mM) y el análisis hematológico fue realizado con un contador automatizado 
de uso veterinario (Abacus Jr Vet, Viena, Austria).  
5.4 Obtención de plaquetas murinas 
Se extrajo sangre de ratones anestesiados mediante punción retro-orbital 
utilizando citrato 0,38% como anticoagulante. La muestra de sangre entera se diluyó 
al medio con PBS/Citrato 0,38% y se obtuvo el PRP mediante centrifugación (100 x g 
por 5 min a TA). Las plaquetas lavadas (PL) se obtuvieron por centrifugación (200 x g 
por 5 min a TA) en presencia de EDTA 2 mM para evitar la activación plaquetaria. 
Luego de un lavado, las plaquetas fueron resuspendidas en medio RPMI 1640 y 
ajustadas a 3x104 plaquetas/l para todos los ensayos [148].  
5.5 Expresión de CD61 extracelular y P-selectina intracelular. 
Para determinar los niveles de expresión de la integrina IIb3 las PL fueron 
incubadas con un anticuerpo monoclonal anti-CD61 murino o una IgG1 irrelevante 
como control de isotipo (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos), 
ambos conjugados a FITC durante 15 min y fijadas con PFA 1%. La P-selectina 
intracelular fue cuantificada mediante la fijación y permeabilización de las plaquetas 
utilizando un kit comercial (Fix & Perm, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, 
Estados Unidos) siguiendo las instrucciones provistas por el fabricante. La marcación 
se realizó con un anticuerpo monoclonal anti-CD62p murino conjugado a FITC o su 
correspondiente control de isotipo (BD Biosciences, San José, CA, USA). En ambos 
casos, el análisis se realizó mediante citometría de flujo. 
5.6 Unión de fibrinógeno y exposición de P-selectina 
La unión de fibrinógeno y la exposición de P-selectina fueron determinadas en 
PL estimuladas durante 10 min con trombina en presencia de fibrinógeno conjugado 
al fluoróforo Alexa 488 o anti-CD62P murino conjugado a FITC, respectivamente. Las 
PL fueron fijadas con PFA 1% y analizadas mediante citometría de flujo.  
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5.7 Secreción de FvW y RANTES de los gránulos 
La liberación de FvW y de RANTES fue determinada en PL estimuladas o no 
con trombina durante 30 min a TA. Luego de la estimulación, la reacción fue detenida 
con el agregado de PGI2 (75 nM), las muestras fueron centrifugadas (200 x g por 5 
min) y el sobrenadante fue almacenado a -80°C hasta el momento de la 
determinación. Los niveles de FvW en los sobrenadantes plaquetarios fueron 
determinados por ELISA como se describió previamente [149] empleando los 
anticuerpos anti-FvW (A0082) y anti-FvW conjugado a peroxidasa de rabanito 
(P0225, Dako, Glostrup, Dinamarca) como anticuerpos primario y secundario 
respectivamente. Las concentraciones de FvW en las muestras fueron estimadas 
extrapolando las absorbancias a partir de una curva de calibración realizada con 
diluciones seriadas de plasma normal, asumiendo una concentración de 7 µg/ml. 
[150]. Los niveles de RANTES en el sobrenadante plaquetario fueron determinados 
mediante la técnica de ELISA con un kit comercial (Peprotech, NJ, USA) de acuerdo 
a las instrucciones del fabricante. La densidad óptica (DO) en ambos casos fue 
determinada mediante espectrofotometría (405 nm) utilizando un lector de 
microplacas (Dynatech MR 5000, Dynatech laboratorios).  
5.8 Formación de agregados mixtos plaquetas-neutrófilos 
La formación de agregados mixtos plaquetas-neutrófilos fue evaluada en 
muestras de sangre entera depletadas de glóbulos rojos por lisis con NH4Cl 0.17 M, 
diluidas con PBS conteniendo PGI2 (75 nM) y centrifugadas a 200 x g durante 10 
min. Los pellet se resuspendieron en RPMI 1640 y las células se estimularon con 2 
U/ml de trombina por 15 min a TA en presencia de anticuerpos anti-CD61 murino 
conjugado a FITC y anti-Ly6G conjugado a PE o sus correspondientes controles de 
isotipo. Las muestras fueron analizadas mediante citometría de flujo y los resultados 




5.9 Formación de filopodios y lamelipodios (spreading) de plaquetas 
Se utilizaron portaobjetos con áreas reactivas las cuales fueron recubiertas 
con fibrinógeno 100 g/ml, o BSA 1% como control negativo, durante 90 min a 4ºC. 
Los vidrios fueron lavados y bloqueados con BSA 1% durante 2 h. Se sembraron 20 
l de PL y se incubaron durante 30 min a TA. Luego de fijar con PFA 4% por 20 min 
y permeabilizar con tritón X-100 0,1% por 15 min, las plaquetas adheridas se 
marcaron durante 60 min con faloidina-TRITC (Sigma, St. Louis, MO, USA) a fin de 
visualizar los filamentos de actina polimerizada. Las muestras fueron lavadas, 
montadas y analizadas por microscopía confocal (Olympus FV-1000). El perímetro 
plaquetario y el número de plaquetas adheridas fueron estimados con el empleo del 
software ImageJ (NIH,USA) [148].  
5.10 Ensayo de adhesión en placa 
Para corroborar de manera cuantitativa la adhesión de plaquetas visualizada 
por microscopía, se realizó un ensayo de adhesión en placa. Para ello se recubrieron 
placas de 96 pocillos con fibrinógeno 100 g/ml, o albúmina bovina (BSA) 1 % como 
control negativo, durante toda la noche a 4°C. Luego de lavar, se bloqueó con BSA 
1% durante 2 hs. Se agregaron 50 μl de PL y se incubaron durante 60 min. Las 
células no adheridas fueron eliminadas mediante cuatro lavados consecutivos con 
PBS. Las plaquetas adheridas fueron incubadas durante 1 hora con p-nitrofenil 
fosfato (5 mM), sustrato de la enzima fosfatasa ácida, diluido en buffer citrato 0,1 M 
conteniendo 0,1% de tritón X-100 a pH 5,4. La reacción fue detenida con el agregado 
de NaOH (2 N). La densidad óptica fue determinada mediante espectrofotometría 
(405 nm) con un lector de microplacas (Dynatech MR 5000, Dynatech laboratorios).  
5.11 Tiempo de sangría 
Para este ensayo los ratones fueron anestesiados y la cola fue sumergida en 
solución fisiológica a 37°C por 5 min. Luego, se realizó un corte del segmento 
terminal de la misma (1 cm) utilizando un bisturí e inmediatamente se la sumergió 
nuevamente en la solución salina. El tiempo de sangría (TS) se definió como el 
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tiempo requerido para el cese del sangrado y se determinó utilizando un cronómetro. 
En algunos ratones el sangrado no se detuvo luego de 600 segundos, estableciendo 
para ellos un valor mayor a 600 segundos.  
5.12 Retracción del coágulo 
Se colocaron 200 μl de PRP y se agregaron 300 μl de buffer Tyrode, 10 μl de 
eritrocitos lavados del mismo animal (para favorecer la visualización del coágulo), 
CaCl2 (2 mM) y trombina (2 U/ml) en un tubo de vidrio, colocando además una varilla 
de madera en el centro de cada tubo. Teniendo en cuenta que la inyección de Poly 
(I:C) causó trombocitopenia, a fin de obtener la misma concentración de plaquetas, el 
PRP de los ratones control fue ajustado con plasma pobre en plaquetas obtenidos 
del mismo animal a 3x104 plaquetas/l. El ensayo se llevó a cabo a TA y la formación 
y retracción del coágulo fueron evaluadas tomando fotografías cada 30 min de 
tiempo hasta 180 min. 
5.13 Histología de médula ósea 
Para determinar la morfología de los MCs de la MO y su distancia relativa a 
los sinusoides medulares, los fémures de ratones sacrificados mediante dislocación 
cervical fueron removidos y fijados en una solución isotónica de formol al 10% por 24 
h. El hueso fue decalcificado y posteriormente cortado para obtener secciones finas 
transversales que fueron evaluadas mediante tinción con hematoxilina-eosina (H&E) 
usando un microscopio Zeiss Axiolab. En algunos experimentos, y con el fin de 
confirmar la morfología de los MCs, se realizó una tinción inmunohistoquímica con un 
anticuerpo anti-CD61 que fue detectado utilizando un kit comercial (Zymed, San 
Francisco, CA, USA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El número de 
MCs en la MO fue estimado realizando un recuento de células morfológicamente 
reconocibles como MCs presentes en 30 campos con un aumento de 400X y 
expresados en términos de MCs/campo. Los sinusoides medulares fueron 
identificados por sus características morfológicas incluyendo un lumen claramente 
visible en contacto con las células del parénquima y rodeado de una monocapa típica 
de células endoteliales (en algunos casos se pudieron reconocer los eritrocitos 
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circulantes dentro del lumen vascular). El área o el perímetro de cada MC fue 
determinado utilizando el programa ImageJ. 
5.14 Aislamiento de células de la médula ósea 
Para la obtención de células totales de MO los ratones fueron sacrificados 
mediante dislocación cervical, se extrajeron quirúrgicamente ambos fémures y se 
seccionaron la cabeza y el cóndilo femoral para utilizar solamente la diáfisis. Luego, 
se hicieron fluir 0,5 ml de medio RPMI 1640 con una jeringa de 1 ml y una aguja de 
21G a través del hueso a fin de extraer la MO. Las células fueron disgregadas a 
través de sucesivos pasajes por la aguja. A continuación, los glóbulos rojos fueron 
lisados con una solución de NH4Cl 0,17 M y las células fueron lavadas y 
resuspendidas en 1 ml de TriReagent (Genbiotech, Buenos Aires, Argentina) para la 
obtención de ARN (ver más adelante). 
Para la obtención de sobrenadantes de MO se extrajeron las células de 
ambos fémures de un total de tres ratones de la manera mencionada anteriormente. 
Las células de todos los fémures fueron resuspendidas en 500 l de RPMI 1640, 
centrifugadas y el sobrenadante fue conservado a -80°C [151]. 
5.15 Obtención del ARN total 
El ARN de células de MO fue extraído con el reactivo TriReagent (Molecular 
Research Center, USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para esto, 
se agregaron 0,2 ml de cloroformo por cada ml de TriReagent. Luego de agitar 
vigorosamente por 15 seg a TA, se realizó una centrifugación a 12.000 x g durante 
15 min a 4ºC. La fase acuosa superior fue transferida a un tubo nuevo y se 
agregaron 0,5 ml de isopropanol por cada ml de TriReagent a fin de precipitar el 
ARN. Luego de una incubación de 10 min a TA, se centrifugó a 12.000 x g durante 
10 min a 4ºC. El pellet fue lavado con etanol 70% y luego de secarse, se resuspendió 
en 10-40 μl de agua libre de ARNasas tratada con Dietilpirocarbonato (DEPC). La 
concentración y pureza del ARN fue establecida utilizando un espectrofotómetro ND-
100 (Nanodrop Technologies Inc.). 
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5.16 Síntesis de ADN complementario 
El ADN complementario (ADNc) fue sintetizado a partir de ARN total utilizando 
hexámeros al azar como cebadores (Byodinamics, Argentina) y Transcriptasa 
Reversa MMLV (Promega, Argentina) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 
En primer lugar, se realizó una mezcla de reacción conteniendo: 200 ng de 
hexámeros al azar, 0.5 mM de cada dNTPs, 0,5-1,5 μg de ARN y agua libre de 
ARNasa para completar un volumen final de 13,9 μl. Esta mezcla se calentó a 65ºC 
por 5 min y se enfrió en hielo por al menos 2 min. A continuación, se agregaron 4 μl 
de Buffer MMLV 5X (Promega, Argentina), 1 μl de DTT 0,1 M (Invitrogen), 0,4 μl de 
inhibidor de ARNasas (RNAse OUT, Invitrogen) y 140 U de Transcriptasa Reversa 
MML-V (Promega, Argentina). Finalmente, se incubó a 25ºC durante 5 min y luego 1 
h a 42ºC. Las muestras fueron luego incubadas a 70ºC durante 15 min a fin de 
inactivar la enzima y mantenidas a -20ºC hasta la realización de amplificación. 
5.17 Amplificación mediante reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) 
Las reacciones de amplificación de los ácidos nucleicos se realizaron en un 
ciclador térmico Mastercycler Gradient (Eppendorf, USA). Para la mezcla de reacción 
su utilizó buffer de Taq Polimerasa 1X, 2 mM de MgCl2, 0,25 mM de cada dNTP, 0,5 
μM de los respectivos cebadores, 1 U de Taq Polimerasa (PB-L, Argentina) y 1 μl de 
ADNc en un volumen final de 10 μl. Esta mezcla se sometió a 94ºC durante 2 min 
para una primera desnaturalización. Luego, se realizaron 35 ciclos de un paso de 
desnaturalización a 94ºC, un annealing a la temperatura requerida para cada par de 
cebadores y uno de extensión a 72ºC, siendo los tiempos de cada etapa acordes al 
tamaño del amplicón. Finalmente, se incubaron 2 min a 72ºC para la extensión final. 
Los productos de amplificación fueron analizados mediante electroforesis en geles de 
agarosa al 2%. Los cebadores utilizados fueron:  
Actina directo: AACCCCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGACC  
Actina reverso: GGTGATGACCTGGCCGTCAGGCAGCTCGTA 
IFN directo: CACACCCTCTCCATCAACT 
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IFN reverso: TCTTGAAGTCCGCCCTGTAG 
5.18 Determinación de los niveles de IFN plasmáticos y de MO 
El plasma fue obtenido por centrifugación de las muestras de sangre entera 
(850 x g por 10 min). Las muestras de MO fueron preparadas como se describe 
anteriormente. Los niveles de IFN fueron determinados a diferentes tiempos post 
tratamientos mediante ensayos de ELISA con un kit comercial de alta sensibilidad 
(PBL assay science, Piscataway, NJ, USA), siguiendo las indicaciones provistas por 
el fabricante.  
5.19 Determinación de PGI2 plasmática 
Los niveles plasmáticos de PGI2 se determinaron en base a la concentración 
de su metabolito estable (6-ceto-prostaglandina F1) utilizando un ELISA comercial 
(Enzo LifeScience, Farmingdale, NY), siguiendo las indicaciones provistas por el 
fabricante.  
5.20 Análisis estadístico 
Todos los resultados fueron expresados como la media ± error estándar. De 
acuerdo al diseño experimental, los resultados fueron analizados utilizando la prueba 
t de student o el análisis de varianza (ANOVA) de uno o dos vías seguido de la 
prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni. Todos los análisis estadísticos 
fueron realizados con el programa Graphpad Prism 6. Valores de p<0,05 fueron 











6. Efectos del Poly (I:C) y de los IFN I en las respuestas efectoras de 
plaquetas generadas in vitro 
6.1  Los IFN I y el Poly (I:C) inhiben la unión del fibrinógeno a la 
integrina IIb3 plaquetaria 
Previamente determinamos que los MCs humanos tratados con Poly (I:C) (un 
mimético de la replicación viral y potente inductor de la síntesis endógena de IFN) in 
vitro producen una menor cantidad de proplaquetas y plaquetas, siendo los IFN y  
los responsables de este efecto [139]. Con el fin de establecer si los IFN I además de 
inducir una producción disminuida de plaquetas ejercían alguna alteración en la 
respuesta de activación de las plaquetas, se analizó el efecto del Poly (I:C) y del 
IFN sobre la unión del fibrinógeno a la integrina IIb3, ya que es un evento clave en 
la formación del trombo plaquetario. Para ello se estimularon células CD34+ de 
cordón umbilical con TPO (como modelo de generación de MCs) y se trataron o no 
con diferentes concentraciones de Poly (I:C) o IFN en el día 7 de cultivo. 
 
Al día 14, los cultivos fueron estimulados con trombina recombinante y la 
capacidad de unión de fibrinógeno conjugado con Alexa 488 se determinó dentro de 
Figura 7. Estrategia de 
análisis de las plaquetas 
derivadas de cultivo (PDC). 
(A) El análisis de las PDC se 
realizó mediante una estrate-
gia de identificación basada 
en la realización de una 
región de tamaño y 
complejidad intracelular  utili-
zando plaquetas periféricas 
humanas (Región 1). (B) 
Luego los eventos de la 
región 1 se evaluaron para la 
expresión de la subunidad 3 
(CD61) de la glicoproteína 
IIb3, usando un anticuerpo 
monoclonal conjugado con PE 
o su correspondiente control 
de isotipo. Los eventos 
contenidos dentro de esta 




la zona correspondiente a las PDC (Figura 7) mediante citometría de flujo utilizando 
la intensidad media de fluorescencia (IMF). Los resultados mostraron que la 
estimulación de las PDC con trombina resultó en la unión de fibrinógeno (Figura 8 A). 
Cuando los cultivos fueron tratados con Poly (I:C), se observó una disminución en la 
capacidad de unir fibrinógeno en respuesta a la estimulación con trombina 
comparadas con las PDC de cultivos no tratados (vehículo). Esta menor respuesta 
de activación fue dependiente de la concentración de Poly (I:C), siendo la IC50 de 6,5 
± 0.4 g/ml (n=5, Figura 8 A). El efecto inhibitorio sobre esta respuesta hemostática 
de las PDC también ocurrió frente al tratamiento de los cultivos con IFN, mostrando 
en este caso una IC50 de 7,6 ± 0.5 U/ml (n=5, Figura 8 B). Resultados similares se 




Figura 8. Capacidad de unión de fibrinógeno en PDC. Los cultivos fueron tratados al día 7 de 
cultivo con diferentes concentraciones de P(I:C) o IFN. El día 14, los cultivos se estimularon con 
trombina en presencia de fibrinógeno conjugado a Alexa-488 y se determinó la unión de fibrinógeno 
mediante citometría de flujo en la zona correspondiente a las PDC. (A) Histogramas representativos 
del análisis citofluorométrico realizado en cultivos tratados o no con Poly (I:C). (B) Los resultados se 
expresan como la intensidad media de fluorescencia (IMF, *p<0,05 vs Control, # p<0,05 vs Trombina 
sin Poly (I:C) o IFN n=5). 
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6.2  Expresión de la integrina IIb 
Habiendo determinado que la capacidad de unir fibrinógeno inducida por 
trombina fue significativamente menor en las PDC derivadas de cultivos tratados con 
Poly (I:C) o IFN, en los siguientes experimentos se analizó si esta inhibición estaba 
relacionada a una menor expresión de la integrina IIb3, que es el receptor que 
reconoce, entre otras moléculas, al fibrinógeno [152]. Con este fin, se determinó el 
nivel de expresión de la subunidad 3 (CD61) de la integrina mediante citometría de 
flujo. La Figura 9 muestra que los niveles de expresión de CD61 de las PDC 
producidas en cultivos tratados con Poly (I:C) o IFN fueron similares a los 
observados en las PDC de cultivos control. Resultados similares se obtuvieron con 




En conjunto, estos datos revelan que las PDC generadas a partir de 
precursores megacariocíticos tratados con Poly (I:C) o IFN tienen una menor 
capacidad para unir fibrinógeno, la cual no está asociada a una menor 
expresión de la integrina IIb3.
Figura 9. Expresión de CD61 en PDC. Los cultivos fueron tratados con la IC50 de P(I:C) (6,5 g/ml) 
o de IFN (7,6 g/ml) al día siete de cultivo. Al día 14, se analizó la expresión de CD61 mediante 
citometría de flujo. Los resultados se expresan como la intensidad media de fluorescencia (IMF) en 




7. Ensayos in vivo 
7.1 Efectos de la producción de IFN sobre el recuento plaquetario 
Para determinar la relevancia de nuestros hallazgos en un modelo in vivo se 
inocularon ratones durante 3 días con Poly (I:C) (25 g/ratón/día). En primer lugar, se 
evaluó la producción de IFN en respuesta al tratamiento. Mediante ensayos de 
ELISA se encontró un aumento significativo de la concentración de IFN tanto en el 
plasma como en la MO de los ratones inoculados con Poly (I:C) (Figura 10 A y C). El 
aumento de IFN en la MO estuvo asociado a la síntesis de esta citoquina en el 
microambiente medular ya que, como se muestra en la Figura 10 B y C, el IFN pudo 
ser detectado tanto a nivel de ARNm como de proteína en lisados de células 
celulares o sobrenadantes provenientes de MO de ratones tratados con Poly (I:C). 







Para determinar el efecto del Poly (I:C) sobre el número de plaquetas, se 
extrajeron muestras de sangre luego de 72 hpi. El análisis hematológico mostró que 
los animales tratados con Poly (I:C) presentaban una disminución significativa en el 
recuento plaquetario respecto a los animales control (Figura 11 A). Sorpresivamente, 
también se observó que las plaquetas de los ratones tratados tenían un marcado 
aumento en el tamaño plaquetario, observado tanto en el volumen plaquetario medio 
Figura 10. Producción de IFN inducida por el tratamiento de ratones con Poly (I:C). Los ratones 
fueron inoculados diariamente durante 72 hs con 25 g de P(I:C). (A) Los niveles de IFN en plasma 
se determinaron mediante ELISA. (B) Resultado representativo del ensayo de RT-PCR para IFN en 
células provenientes de MO (C) Los niveles de IFN en sobrenadantes de MO se determinaron 




(VPM) como en los histogramas de citometría de flujo (Figura 11 B). Con respecto al 
resto de las células sanguíneas solamente se observó una linfopenia muy marcada 
(Figura 11 C).    
 
7.2 Evaluación del efecto directo del Poly (I:C) sobre la funcionalidad 
plaquetaria 
Una de las causas que lleva a una disminución en el número de plaquetas es 
su consumo por activación [153]. Teniendo en cuenta que nuestro grupo reportó 
recientemente que la incubación de plaquetas humanas con Poly (I:C) potencia la 
activación inducida por agonistas clásicos [154], los siguientes experimentos se 
orientaron a dilucidar si el Poly (I:C) activaba las plaquetas murinas. Para ello, se 
incubaron PL murinas con Poly (I:C) y se evaluó la unión de fibrinógeno y la 
expresión de P-selectina como marcadores de activación plaquetaria. Las 
concentraciones de Poly (I:C) utilizadas abarcaron desde 12,5 g/ml (equivalente a la 
concentración plasmática alcanzada por los ratones inoculados con 25 g de este 
ARNdc sintético) hasta 100 g/ml (concentración utilizada en plaquetas humanas 
Figura 11. Alteraciones hematológicas inducidas por la 
inyección de Poly (I:C). Los ratones fueron inoculados 
durante 72hs con 25 g de P(I:C). Se determinó (A) el 
recuento (Rcto) plaquetario, (B) el  volumen plaquetario medio 
(VPM) y (C) el rcto de linfocitos en sangre entera mediante el 
uso de un contador hematológico automatizado. El aumento 
en el VPM fue corroborado mediante citometría de flujo. (n=6, 




[154]). Los resultados muestran que el Poly (I:C) fue incapaz de inducir activación 
plaquetaria por sí mismo, ya que la unión de fibrinógeno y la expresión de P-selectina 
fue similar en las plaquetas de ambos grupos de animales, y tampoco modificó las 





 Otro mecanismo asociado con la disminución en el número de plaquetas es la 
formación de agregados mixtos plaquetas-neutrófilos. Con el fin de determinar si la 
formación de estos agregados era la causa del menor número de plaquetas en los 
animales tratados con Poly (I:C) se determinó el porcentaje de agregados plaquetas-
neutrófilos en las muestras de sangre de ratones tratados y control. Los resultados 
mostrados en la figura 13 indican que aún 72 hpi no se detectó la presencia de 
agregados mixtos excluyendo la participación de este fenómeno como causa de la 
trombocitopenia en los animales tratados con Poly (I:C).  
Figura 12. Efecto del Poly (I:C) in vitro en la unión de fibrinógeno y la expresión de P-selectina 
plaquetarias. Plaquetas lavadas fueron incubadas con diferentes concentraciones de P(I:C) y luego 







7.2 Efecto del Poly (I:C) sobre los MCs residentes en la MO 
Además del consumo o la formación de agregados mixtos, que ocurren en 
circulación, otro de los mecanismos que pueden conducir a la trombocitopenia es 
una alteración cuali/cuantitativa de los MCs de la MO. Por otro lado, el aumento en el 
VPM como consecuencia de una caída en el recuento plaquetario periférico es una 
de las respuestas clásicas a la trombocitopenia, la cual refleja una estimulación de la 
generación de plaquetas a nivel medular. De esta manera, en los próximos 
experimentos examinamos los MCs residentes en la MO. Los análisis histológicos 
mostraron que el número de MCs no se vio alterado por el tratamiento con Poly (I:C) 
(Figura 14 A). Sin embargo, el tamaño de los mismos (cuantificado como el área de 
cada uno de ellos) fue significativamente mayor en muestras de ratones tratados con 
Poly (I:C) respecto de aquellas obtenidas a partir de animales control (Figuras 14 B). 
Figura 13. El Poly (I:C) no induce la formación de agregados mixtos plaqueta-neutrófilos. Los 
ratones fueron inoculados diariamente con 25 g de P(I:C) durante 72 hs. La formación de agregados 
mixtos fue testeada en sangre entera a diferentes hpi. En todos los experimentos se realizó un control 
positivo con plaquetas de ratones no tratados estimulados con trombina (Tr) y se muestra solo un 
ensayo representativo (72 hpi). Los resultados se expresaron como % de células CD61
+
 dentro de la 
población neutrófilos (Ly6G
+
). El análisis se realizó usando el software WinMDI (n=6, ***p<0.001 vs 








Teniendo en cuenta que el desarrollo megacariocítico sucede a medida que 
los MCs se acercan a los sinusoides medulares y que este hecho resulta 
fundamental para una correcta liberación de las proplaquetas a la circulación, 
evaluamos la cercanía relativa de los MCs a los vasos. Los resultados mostraron 
que, además de aumentar su tamaño, los MCs de ratones tratados con Poly (I:C) se 
encontraban a una distancia significativamente mayor de los sinusoides que los MCs 
de ratones control (Figura 14 C). De esta manera, mientras que en la MO de ratones 
Figura 14. Evaluación de los MCs residentes en la MO.  Los ratones fueron inoculados durante 
72hs con 25 g de P(I:C) y luego se obtuvieron los fémures, que se fijaron y tiñeron con Hematoxilina 
y Eosina (H&E) para determinar (A) el número y (B) el tamaño de los MCs y su (C) distancia relativa 
a los sinusoides. (D) Imágenes representativas de cortes de MO teñidos con H&E (magnificación 
400x) y anti-CD61 (magnificación 600x) en donde se indican los MCs con círculos y flechas negras. 
(n=6, comparación vs control: **p< 0.01, ***p< 0.001).  
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control solo el 17% de los MCs no estaban apoyados sobre algún sinusoide, el 
tratamiento con Poly (I:C) aumentó este porcentaje al 36%. Dado que en estos 
estudios los MCs fueron identificados por su morfología, en experimentos 
seleccionados, y a fin de corroborar los datos obtenidos, los cortes histológicos 
fueron incubados con un anticuerpo monoclonal dirigido contra el CD61 
observándose resultados similares (Figura 14 D). 
7.3 El Poly (I:C) afecta las respuestas funcionales de las plaquetas 
 Con el fin de determinar si la funcionalidad plaquetaria se encontraba 
afectada por el tratamiento con Poly (I:C), se evaluaron respuestas hemostáticas 
como la capacidad de unión de fibrinógeno y la liberación de FvW inducidas por 
trombina. La Figura 15 A muestra que mientras que las plaquetas en reposo no unen 
fibrinógeno, la estimulación por trombina induce la unión de dicha molécula. Esta 
respuesta fue significativamente menor en las plaquetas de ratones tratados con Poly 
(I:C) y, al igual que los resultados in vitro, esta disminución no fue debida a una 
menor expresión de su receptor ya que la expresión de CD61 no se vio alterada por 
el tratamiento con Poly (I:C) (datos no mostrados). Por otro lado, las plaquetas de los 
animales tratados fueron refractarias a la liberación de FvW inducida por la 









La activación plaquetaria no solamente participa en respuestas hemostáticas 
sino también en procesos inflamatorios principalmente a través de la expresión de P-
selectina y CD40L en la membrana plaquetaria y de la liberación de diferentes 
moléculas pro-inflamatorias desde los gránulos  tales como defensinas y RANTES 
[155]. Habiendo encontrado que la liberación del FvW estaba alterada por el 
tratamiento con Poly (I:C),  en los siguientes ensayos evaluamos si este efecto era 
una acción selectiva o generalizada analizando la expresión de P-selectina y la 
liberación de la quemoquina RANTES. Los resultados obtenidos muestran que 
ambas respuestas pro inflamatorias fueron inhibidas significativamente (incluso 
completamente bloqueada en el caso de la segunda) en plaquetas de ratones 
tratados con Poly (I:C) (Figura 16). Para corroborar si la disminución en la expresión 
de la P-selectina se debía una alteración en el contenido de P-selectina o a un efecto 
funcional, se determinó mediante citometría de flujo la P-selectina intracelular y se 
encontró que el tratamiento con Poly (I:C) no indujo cambios en la cantidad total de 
P-selectina (datos no mostrados). 
 
Figura 15. El tratamiento con Poly (I:C) altera la función hemostática plaquetaria. Plaquetas 
provenientes de ratones tratados diariamente con 25 g P(I:C) durante 72hs fueron estimuladas con 
trombina y se determinó (A) la unión de fibrinógeno mediante citometría de flujo, se muestra a la 
derecha un histograma representativo, y (B) la liberación de FvW mediante ELISA (n=6, comparación 







Las plaquetas son capaces de establecer interacciones heterotípicas con 
otras células. Dentro de estas, una de las más estudiadas es la interacción que las 
plaquetas establecen con los neutrófilos a través de la interacción de la P-selectina 
de las plaquetas activadas y el PSGL-1 de los neutrófilos [156]. A fin de correlacionar 
las diferencias en la exposición de P-selectina con una respuesta funcional 
evaluamos la formación de agregados mixtos plaquetas-neutrófilos. Luego de la 
estimulación con trombinala formación de agregados heterotípicos fue 
significativamente menor en ratones tratados con Poly (I:C), mostrando un correlato 
funcional con la menor expresión de P-selectina (Figura 17). 
Figura 16. El tratamiento con Poly (I:C) altera respuestas pro-inflamatorias mediadas por 
plaquetas. Plaquetas provenientes de ratones tratados diariamente con 25 g P(I:C) durante 72hs 
fueron estimuladas con trombina y se determinó (A) la expresión de P-selectina mediante citometría 
de flujo, se muestra a la derecha un histograma representativo, y (B) la liberación de RANTES 








7.4 El Poly (I:C) altera la hemostasia primaria 
 Dado  que el Poly (I:C) redujo no solo el número de plaquetas sino también 
sus respuestas de activación, en los siguientes ensayos se evaluó la relevancia 
funcional de estas anomalías. Se utilizaron diferentes abordajes experimentales que 
permiten valorar la función plaquetaria en la hemostasia primaria. En primer lugar, se 
evaluó el tiempo de sangría (TS) de ratones tratados con Poly (I:C). Este ensayo 
depende, entre otras, del número de plaquetas y de la capacidad de interaccionar 
entre ellas y con componentes del subendotelio vascular [97]. El experimento 
consiste en realizar un corte de 1 cm en el extremo de la cola del ratón y determinar 
el tiempo requerido para que el sangrado se detenga. Como se puede observar en la 
Figura 18, los resultados indican que el TS se prolongó significativamente en ratones 
tratados con Poly (I:C).  
Figura 17. El Poly (I:C) altera la formación de agregados mixtos plaqueta-neutrófilos. Los ratones 
fueron inoculados diariamente con 25 g de P(I:C) durante 72 hs. La formación de agregados mixtos fue 
testeada en sangre entera que fue lisada y estimulada con trombina. Las células fueron seleccionadas 
según sus características de tamaño y complejidad (región 1) y luego por la expresión de Ly6G, 
marcador de neutrófilos (región 2). Los resultados son expresados como % de células CD61
+
 dentro de la 
población Ly6G
+
. El análisis se realizó usando el software WinMDI (n=6, ***p<0.001 vs sangre control 






Durante una injuria vascular, como la que ocurre en el ensayo de TS, se 
exponen diferentes componentes de la matriz subendotelial permitiendo que las 
plaquetas se adhieran al sitio injuriado y, como resultado de la señalización outside-
in a través de la integrina IIb3, las plaquetas extienden filopodios y lamelipodios 
sobre la superficie dañada (en un proceso conocido como spreading) [152]. A fin de 
estudiar el efecto del Poly (I:C) sobre estas respuestas evaluamos la adhesión y el 
spreading de las plaquetas sobre una superficie recubierta con fibrinógeno. En 
concordancia con los resultados obtenidos en el TS, encontramos una menor 
capacidad de adhesión de plaquetas al fibrinógeno cuando las mismas provenían de 
ratones tratados con Poly (I:C) (Figura 19 A). Sin embargo, y sorpresivamente, el 
spreading de las plaquetas fue mayor (Figura 19 B). Teniendo en cuenta estos 
resultados, decidimos evaluar otro proceso dependiente de la activación de la 
integrina IIb3 y de la señalización outside-in como es la retracción del coágulo. En 
línea con los resultados de spreading encontramos que los coágulos obtenidos con 
células de ratones tratados con Poly (I:C) retrajeron mejor y más rápido que los de 
ratones control (Figura 19 C). Cabe mencionar que en todos los experimentos de 
adhesión, spreading y retracción del coágulo se utilizó el mismo número de 
plaquetas.  
Figura 18. Alteraciones en el tiempo de sangría inducida por Poly (I:C). Los ratones fueron 
inoculados con 25 g de Poly (I:C) durante 72hs. El extremo terminal de la cola de los ratones fue 
cortado y el tiempo necesario para que el sangrado se detenga fue definido como tiempo de sangría 








Dado que el TS también puede estar influenciado por los niveles plasmáticos 
de FvW o por inhibidores plaquetarios derivados del endotelio (tales como la PGI2) 
[97], se evaluó la concentración de estas dos moléculas en plasma. Los ensayos de 
ELISA mostraron que el tratamiento con Poly (I:C) no produjo cambios significativos 
en ninguno de ellos excluyendo a estas moléculas como posibles mediadores de los 
efectos inhibitorios del Poly (I:C) sobre el TS (Figura 20).  
 
Figura 19. Alteraciones en la adhesión y spreading plaquetarios, y la retracción del coágulo. Los 
ratones fueron inoculados con 25 g de Poly (I:C) durante 72hs. (A) Las plaquetas se sembraron en 
pocillos recubiertos con fibrinógeno y la adhesión celular se determinó utilizando el ensayo de la 
fosfatasa ácida. Los resultados se expresaron en términos de la densidad óptica (DO). (B) Las 
plaquetas se colocaron en vidrios recubiertos con fibrinógeno, se incubaron 20 min, se fijaron, tiñeron 
con faloidina-TRITC y se visualizaron con microscopio confocal (Olympus FV1000) (n=6, comparación 
vs Ctrl: p***<0.001). (C) La retracción del coágulo fue determinada utilizando plasma rico en plaquetas 
suplementado con glóbulos rojos en presencia de trombina (2 U/ml). Se muestra una imagen 






7.5 Las alteraciones mediadas por Poly (I:C) no están asociadas a un 
efecto agudo sobre las plaquetas 
Pare entender con mayor profundidad si los efectos del IFN estaban 
asociados con una acción directa sobre las plaquetas o los MCs, los ratones se 
inocularon diariamente con Poly (I:C) y se obtuvieron muestras para determinar los 
niveles de IFN plasmático, el recuento plaquetario, el VPM y la funcionalidad 
plaquetaria (adhesión, spreading, unión de fibrinógeno y expresión de P-selectina) a 
las 6, 24, 48 y 72 hpi. 
Los resultados de ELISA mostraron que los niveles de IFN tanto en plasma 
como en MO siguieron una cinética similar, alcanzando un pico máximo de expresión 
a las 6 hpi. Si bien los valores de IFN en el resto de los tiempos evaluados 
resultaron menores que el obtenido a las 6 hpi, siempre fueron significativamente 
mayores que el control y además se incrementaron conforme avanzaba el 
tratamiento (Figura 21 A y B). El análisis hematológico mostró que a pesar de que el 
pico en los niveles de IFN plasmático y medular fue a las 6 hpi, el recuento 
plaquetario no se vio afectado hasta las 24 hpi y el VPM recién se modificó a las 48 
hpi (Figura 21 C y D).  
Figura 20. El Poly (I:C) no altera los niveles plasmáticos de FvW o PGI2. Los ratones fueron 
inoculados diariamente con 25 g de Poly (I:C) y a las 72 hs se determinaron por ELISA los niveles 








 A continuación se evaluó la cinética de inhibición de la adhesión y 
potenciación del spreading sobre fibrinógeno. Los resultados mostrados en la Figura 
22 indican nuevamente que la inyección de Poly (I:C) altera estas funciones de 
manera opuesta y que su comportamiento cinético es similar al del recuento 
plaquetario, es decir, comienzan a verse afectadas a partir de las 24 hpi.  
Figura 21. Las alteraciones inducidas en el recuento plaquetario y el VPM por Poly (I:C) no se 
asociaron a un efecto agudo. Los ratones fueron inoculados diariamente con 25 g de P(I:C) y se 
colectaron muestras de sangre por punción del seno retro-orbital a los tiempos indicados. Los niveles 
(A) plasmáticos y (B) medulares de IFN fueron determinados por ELISA. (C) El Rcto plaquetario y (D) 
el VPM fueron analizados en muestras de sangre entera mediante el uso de un contador hematológico 









Cuando se evaluó la cinética de la alteración de la unión de fibrinógeno y 
expresión de P-selectina encontramos que estas respuestas funcionales 
disminuyeron significativamente más tarde que las anteriores, ya que la unión de 
fibrinógeno resultó alterada a las 48 hpi (Figura 23) y la disminución en la exposición 




Figura 22. La adhesión y el spreading sobre fibrinógeno se alteran con una cinética similar al 
recuento plaquetario. Los ratones fueron inoculados diariamente con 25 g de P(I:C) y se colectaron 
muestras de sangre por punción del seno retro-orbital a los tiempos indicados. (A) Las plaquetas se 
sembraron en pocillos recubiertos de fibrinógeno y la adhesión plaquetaria se determinó utilizando el 
ensayo de la fosfatasa ácida. (B) Las plaquetas se sembraron en vidrios recubiertos de fibrinógeno 
durante 20 min. Luego fueron fijadas, teñidas con faloidina-TRITC y visualizadas con microscopio 
confocal (Olympus FV1000). (C) Imágenes representativas del spreading (n=6, comparación vs Ctrl: 









Es importante destacar que ninguno de los parámetros evaluados resultó 
alterado a las 6 hpi, sugiriendo que si bien el Poly (I:C) induce una rápida producción 
de IFN, el efecto de esta citoquina sobre el linaje megacariocítico no es directo 
sobre las plaquetas sino más sobre su precursor, el MC, ya que se requieren tiempos 
más largos para observar los efectos del tratamiento sobre el recuento y la 
funcionalidad plaquetaria a nivel periférico.  
 
Figura 23. Cinética en la alteración de la unión de fibrinógeno. Los ratones fueron inoculados 
diariamente con 25 g de P(I:C) y se colectaron muestras de sangre por punción del seno retro-orbital 
a los tiempos indicados para la determinación de la unión de fibrinógeno mediante citometría de flujo. 
Debajo se muestran los histogramas representativos (n=6, comparación vs Ctrl: *p<0.05, **p<0.01, 







7.6 Las alteraciones mediadas por Poly (I:C) dependen de su 
concentración 
 Previamente, demostramos que los IFN Ialteran selectivamente la 
megacario/trombopoyesis dependiendo de su concentración [139]. Mientras que 
concentraciones bajas inhiben selectivamente la generación de plaquetas, altas 
concentraciones alteran, además, la generación de MCs. Con el fin de caracterizar si 
Figura 24. Cinética en la alteración de la exposición de P-selectina. Los ratones fueron 
inoculados diariamente con 25 g de P(I:C) y a las 72 h se colectaron muestras de sangre por 
punción del seno retro-orbital a los tiempos indicados para la determinación de externalización de P-
selectina mediante citometría de flujo (n=6, comparación vs Ctrl: **p<0.01, ***p< 0.001).  
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lo mismo ocurre con la producción endógena de IFN I inoculamos ratones con un 
rango de concentraciones de Poly (I:C) (3-200 g) diariamente durante 72 hs. 
Los niveles de IFN plasmáticos mostraron una dependencia con la 





Tanto el número de plaquetas como el VPM así como su funcionalidad (unión 
de fibrinógeno y expresión de P-selectina) se vieron alterados de manera 






Figura 25. La concentración de IFN plasmático aumenta con la dosis de Poly (I:C). Los ratones 
fueron inoculados con diferentes dosis de P(I:C) y a las 72 hs se colectaron muestras de sangre por 
punción del seno retro-orbital. Los niveles de IFN en plasma se determinaron mediante ELISA (n=6, 
comparación vs Ctrl: *p<0.05, ***p<0.0001). 
 
Figura 26. La alteración del recuento plaquetario y el VPM aumenta con la dosis de Poly (I:C). 
Los ratones fueron inoculados diariamente con diferentes dosis de P(I:C) y a las 72 hpi se 
colectaron muestras de sangre por punción del seno retro-orbital. Se determinó el (A) Rcto 
plaquetario y el (B) VPM en sangre entera mediante el uso de un contador hematológico 
automatizado (n=6, comparación vs Ctrl: *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001 vs control). 
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En cuanto a las alteraciones de la funcionalidad plaquetaria, tanto la unión a 
fibrinógeno como la externalización de P-selectina también mostraron ser 
dependientes de la concentración de Poly (I:C) inyectada. Los resultados 
presentados en la Figura 27 indican que la unión de fibrinógeno fue 
significativamente inhibida con 12.5 g de Poly (I:C) mientras que la expresión de P-
selectina necesitó de 25 g, señalando que la activación de la integrina IIb3 en la 
membrana plaquetaria resulta más sensible a la inhibición por Poly (I:C) que la 




Cuando se evaluó el TS se observó una prolongación del tiempo en algunos 
animales a partir de 25 g de Poly (I:C). Cuando se inocularon 50 g de Poly (I:C), 
todos los animales mostraron un TS prolongado y algunos inclusive no fueron 
capaces de controlar el sangrado en 600 segundos, tiempo en el que se detuvo el 
ensayo. De hecho, el número de ratones incapaces de detener la hemorragia fue 
mayor a medida que la dosis de Poly (I:C) fue en aumento (Figura 28). 
Figura 27. La funcionalidad plaquetaria se altera de manera dependiente la dosis de Poly 
(I:C). Los ratones fueron inoculados diariamente con diferentes dosis de P(I:C) y a las 72 hpi se 
colectaron muestras de sangre por punción del seno retro-orbital. Se determinó (A) la unión de 
fibrinógeno y (B) la expresión de P-selectina mediante citometría de flujo (n=6, comparación vs Ctrl: 




  Si bien el número de los MCs en la MO no se vio modificado por el 
Poly (I:C), su tamaño aumentó en forma proporcional al aumento de la dosis de Poly 





 Notablemente, en los animales tratados con altas dosis de Poly (I:C) (50 g o 
más) se observó una marcada dilatación de los sinusoides de la MO (Figura 30) y, 
como consecuencia de ello, la distancia de los MCs a los sinusoides medulares fue 
menor. Sin embargo, el recuento plaquetario no solo no tuvo mejorías sino que siguió 
descendiendo, sugiriendo la posibilidad de alteraciones en los mecanismos que 
llevan a la liberación de proplaquetas y plaquetas a circulación. 
Figura 29. El tamaño de los MCs aumenta con la dosis de Poly (I:C). Los ratones fueron 
inoculados diariamente con diferentes dosis de P(I:C) y a las 72 se sacrificaron, se obtuvieron los 
fémures, se fijaron y tiñeron con H&E para determinar el (A) tamaño y (B) número de MCs por 
campo de la MO (n=6, comparación vs Ctrl: ***p<0.001, ****p<0.001 vs control).  
Figura 28. Alteraciones en el tiempo 
de sangría inducidas por Poly (I:C). 
Los ratones fueron inoculados 
diariamente con diferentes dosis de 
P(I:C) y a las 72 hpi el extremo 
terminal de la cola de los ratones fue 
cortado y el tiempo necesario para 
que el sangrado se detenga fue 
definido como tiempo de sangría. 
Aquellos ratones que sangraron 
durante más de 600 segundos se 







7.7 Las alteraciones plaquetarias correlacionan con los niveles de 
IFN plasmáticos 
 Para determinar si había correlación entre las alteraciones encontradas y la 
concentración plasmática de IFN se realizaron regresiones lineales A partir de este 
análisis se encontró que todas las alteraciones plaquetarias se correlacionaron 
linealmente con los niveles de IFN plasmático y, si bien los valores de R2 mostraron 
variabilidad, todos fueron igual o mayor a 0,9. Lógicamente, tanto el VPM como el 
tamaño de los MCs medulares mostraron una proporcionalidad directa con la 
concentración plasmática de IFN mientras que fue inversa en el caso del recuento 
plaquetario, unión de fibrinógeno y externalización de P-selectina (Figura 31). 
 
Figura 30. El área de los sinusoides medulares aumenta con la dosis de Poly (I:C). Los ratones 
fueron inoculados diariamente con diferentes dosis de P(I:C) y a las 72 hpi se sacrificaron, se 
obtuvieron los fémures, se fijaron y tiñeron con H&E para determinar el área de los sinusoides 
medulares. Las fotos son representativas de 6 ratones individuales (n=6, comparación vs Ctrl: 





En conjunto, estos resultados indican que el tratamiento con Poly (I:C) 
genera un aumento en los niveles de IFN (tanto plasmático como medular) que 
es acompañado de una disminución en el número de plaquetas y un aumento 
en el VPM. La trombocitopenia no está asociada con un menor número de MCs 
pero sí con un aumento en el tamaño de los mismos y un menor contacto con 
los sinusoides. Además, el Poly (I:C) indujo alteraciones funcionales de las 
plaquetas que se reflejaron en una hemostasia primaria disminuida. Ambas 
alteraciones fueron dependientes de la concentración de Poly (I:C) y se 
correlacionaron de manera lineal con la concentración plasmática de IFN. 
  
Figura 31. Las alteraciones encontradas 
correlacionaron con las concentraciones 
plasmáticas de IFN. El Rcto plaquetario, la 
unión de fibrinógeno, la expresión de P-
selectina, el VPM y el tamaño de los MCs se 
correlacionaron con los niveles de IFN 
plasmáticas. Cada punto de los gráficos 
representa el promedio de seis ratones.  
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7.8 El IFN es el mediador involucrado en las alteraciones de la 
megacario/trombopoyesis mediada por Poly (I:C) 
 Para determinar si las alteraciones en la megacario/trombopoyesis 
encontradas en los animales tratados con Poly (I:C) eran producidas por el IFN 
utilizamos dos estrategias: a) evaluamos los efectos del Imiquimod, una 
imidazoquinolina sintética que interacciona principalmente con el TR7, el cual es 
utilizado para el tratamiento tópico de algunas lesiones dermatológicas [157] y b) 
analizamos el efecto del Poly (I:C) y del Imiquimod en ratones deficientes del 
receptor de los IFN I (INFAR-/-). En primer lugar analizamos si el Imiquimod era capaz 
de inducir la producción de IFN en nuestro modelo biológico. Para ello, se 
inyectaron 100 g diarios de Imiquimod durante 72 hs. Los resultados mostraron que 
la concentración plasmática de IFN fue significativamente mayor en aquellos 
animales inyectados con Imiquimod respecto de los controles a las 72 hpi (Figura 32) 






Como se puede observar en la Figura 33, tanto el recuento plaquetario como 
la unión de fibrinógeno fueron un 20% y 41% menores, respectivamente, en ratones 
tratados con IQ respecto de los ratones control. En concordancia con la menor 
Figura 32. Producción de IFN inducida por el tratamiento de ratones con Imiquimod. Los 
ratones fueron inoculados diariamente con 100 g de Imiquimod (IQ) y luego de 72 hpi se obtuvieron 
muestras de sangre. Los niveles de IFN en plasma fueron determinados mediante un ELISA. (n=6, 
comparación vs control: **p<0.001 vs ctrl). 
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concentración de IFN plasmática, las alteraciones encontradas en dichos 




No solo el impacto fue menor en los parámetros mencionados, sino que tanto 
el VPM como la P-selectina permanecieron inalterados por el tratamiento con IQ 
(Figura 34). Tampoco se observaron cambios en la morfología de los MCs o 
sinusoides de la MO (Figura 34).  
 
Estos datos muestran que la producción de IFN gatillada tanto por 
estimulación del TLR3 como del TLR7 se asocia con alteraciones de la 
megacario/trombopoyesis y de la funcionalidad plaquetaria. Más aún, el tratamiento 
Figura 33. Alteraciones en el recuento plaquetario y en la unión de fibrinógeno inducidas por IQ. 
Los ratones fueron inoculados diariamente con 100 g de IQ por y luego de 72 hpi se obtuvieron 
muestras de sangre y se determinó (A) el Rcto plaquetario y  (B) la unión de fibrinógeno. (n=9, 
comparación vs Ctrl: **p<0.01). 
Figura 34. El IQ no produce 
alteraciones en el VPM, la 
expresión de P-selectina ni en la 
histología medular. Los ratones 
fueron inoculados diariamente con 
100 g de IQ y luego de 72 hpi se 
obtuvieron muestras de sangre. (A) 
Se determinó el volumen plaquetario 
medio (VPM) mediante el uso de un 
contador hematológico automatizado 
(B) La expresión de P-selectina se 
determinó en plaquetas lavadas 
mediante citometría de flujo. (C) 
Fotos representativas de MO 
provenientes de ratones tratados o 
no con IQ teñidas con H&E.(n=9) 
83 
 
de ratones IFNAR-/- con Poly (I:C) (Figura 35) o Imiquimod (Figura 36) aumentó 
significativamente los niveles de IFN, pero no indujo trombocitopenia, ni modificó el 
VPM o la función plaquetaria, así como tampoco modificó el tamaño de los MCs o su 







Figura 36. El Poly (I:C) no induce alteraciones en ratones IFNAR
-/-
. Ratones WT e IFNAR
-/-
fueron inoculados diariamente con 25 g de P(I:C) y a las 72 hpi se determinó (A) los niveles de 
IFN plasmáticos, (B) la presencia de ARNm para IFN en MO, (C) los niveles de IFN medulares, 
(D) el Rcto plaquetario, (E) el VPM, (F) la unión de fibrinógeno, (G) la expresión de P-selectina, (H) 
el tiempo de sangría e (I) la morfología de los MCs de la MO  (n=6, comparación vs control: ***p< 






En conjunto, los resultados presentados en este trabajo de Tesis 
demuestran que los IFN I producidos de manera endógena son reguladores 
negativos de la megacario/trombopoyesis y la funcionalidad plaquetaria. 
 
Figura 37. El IQ no induce alteraciones hematológicas en ratones IFNAR
-/-
. Ratones WT e IFNAR
-/-
 
fueron inoculados diariamente con 100 g de IQ y luego de 72 hpi se obtuvieron muestras de sangre. Se 
determinó (A) la concentración plasmática de IFN, (B) el Rcto plaquetario y (C) la unión de fibrinógeno 












Los IFN I son elementos claves en la respuesta inmune antiviral que regulan 
diferentes procesos de varios tipos celulares gracias a su capacidad 
inmunomoduladora y antiproliferativa y su uso hoy en día es considerado como el 
tratamiento estándar para varias patologías [158]. 
La relación entre el eje megacariocitico/plaquetario y los IFN I comenzó a ser 
estudiada en partir de los años 80 cuando aparecieron los primeros reportes sobre el 
uso terapéutico de estas citoquinas para combatir la trombocitosis asociada al 
cromosoma filadelfia [159]. Posteriormente, surgieron nuevos trabajos al respecto 
debido a que el tratamiento de otras patologías con IFN I generaba una 
trombocitopenia que llevaba a la suspensión del mismo [141]. Interesantemente, la 
disminución del número de plaquetas es un fenómeno frecuentemente observado 
durante el curso de diferentes infecciones virales. Si bien se han postulado varios 
mecanismos incluyendo consumo, destrucción inmunolológica y alteración medular, 
las bases moleculares aún no están claramente dilucidadas [158, 160]. En un modelo 
experimental de infección con el virus de la coriomeningitis linfocítica (LCMV), 
Iannacone y colaboradores describieron por primera vez que la trombocitopenia y 
disfuncionalidad de las plaquetas en los animales infectados estaba asociada a la 
producción de IFN I [147]. En nuestro laboratorio estudiando los posibles 
mecanismos subyacentes a la trombocitopenia observada en pacientes infectados 
con virus Junín (JUNV), agente causal de la fiebre hemorrágica argentina (FHA), 
encontramos que la infección de células CD34+ con este virus produce una 
disminución selectiva en la generación de plaquetas in vitro asociada a la producción 
de IFN I [139] y  que estos efectos eran reproducidos por el tratamiento con Poly 
(I:C), un mimético de replicación viral y potente inductor de la síntesis de IFN I [108]. 
En conjunto, estos hallazgos introdujeron un potencial mecanismo para explicar la 
trombocitopenia no solamente en FHA, sino también en otras fiebres hemorrágicas 
virales [146] y enfermedades asociadas con un aumento de los niveles de IFN I en la 
médula ósea.   
El riesgo de sangrado puede estar asociado, entre otras causas, a 
alteraciones cuanti y/o cualitativas de las plaquetas. De esta manera, una de los 
objetivos de este trabajo de Tesis fue estudiar si los IFN I, además de disminuir el 
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número de plaquetas, eran capaces de inducir la producción de plaquetas 
disfuncionales. Los resultados obtenidos mostraron que las plaquetas generadas en 
cultivos de células CD34+ tratadas con Poly (I:C) o con IFN o  recombinante 
humano, presentaban una menor capacidad de unir fibrinógeno al ser estimuladas 
con trombina. Si bien esta alteración puede estar asociada a una disminución en la 
expresión del receptor del fibrinógeno (integrina IIb3), los estudios de citometría de 
flujo no mostraron diferencias en la expresión de CD61 (subunidad 3) entre las 
plaquetas derivadas de cultivo tratadas o no con los IFN I o Poly (I:C). Estos datos 
sugieren que los efectos observados estarían relacionados más con una alteración a 
nivel funcional y no cuantitativa de esta integrina plaquetaria. Además, indican que 
los IFN I inducen alteraciones en el megacariocito que resultan, no solo en una 
menor producción de plaquetas, sino también en la generación de plaquetas con una 
menor capacidad hemostática. 
Con el fin de entender la relevancia de estos hallazgos en una situación in 
vivo, estudiamos el efecto de la administración en ratones de Poly (I:C). Como era de 
esperar, la inoculación de una dosis diaria de Poly (I:C) por un período de tres días 
incrementó significativamente los niveles de IFN plasmáticos. Si bien es conocido 
que los ARNdc son potentes inductores de la producción de IFN I a nivel sérico, su 
producción a nivel medular es menos conocida. En nuestro modelo experimental 
confirmamos la producción de IFNen el microambiente medular en respuesta al 
tratamiento con Poly (I:C), tanto a nivel del ARN mensajero como de la proteína.  
El análisis hematológico reveló que el aumento de IFN fue acompañado de 
linfopenia, trombocitopenia y un aumento en el VPM. Estos datos concuerdan con 
varios reportes que asocian la linfopenia y la trombocitopenia a infecciones virales y 
a los efectos secundarios asociados al tratamiento con IFN I [161-163]. El número de 
plaquetas es regulado por un balance constante entre la producción, senescencia y 
destrucción de estas células [164]. Como se mencionó previamente las causas de 
una trombocitopenia pueden ser: consumo por activación, alteraciones a nivel 
medular o destrucción inmunológica [153].  
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En células nucleadas, el Poly (I:C) es reconocido por el TLR3 y el MDA-5 
[108, 115]. Recientemente, demostramos que las plaquetas humanas no solo 
expresan TLR3, sino que además su estimulación potencia la activación plaquetaria 
inducida por agonistas clásicos [154]. De esta manera, sería posible pensar que el 
Poly (I:C) afectaría directamente la función plaquetaria en los ratones promoviendo el 
consumo por activación. Sin embargo, y a diferencia de lo observado en plaquetas 
humanas, los experimentos ex vivo mostraron que el tratamiento de plaquetas de 
ratón con Poly (I:C) no indujo activación plaquetaria per se ni modificó la activación 
inducida por trombina. Más aún, el hecho de que las plaquetas obtenidas a diferentes 
tiempos luego de la inoculación de Poly (I:C) no presentaban activación basal, 
descarta el consumo plaquetario inducido por activación mediada por Poly (I:C) como 
causa de la trombocitopenia. Otra posible causa del consumo plaquetario podía ser 
la activación plaquetaria gatillada directamente por IFN. Sin embargo, cabe 
destacar que si bien luego de 6 hs de la inoculación de la primera dosis de Poly (I:C) 
se observó un pico máximo de producción de IFN, la trombocitopenia no fue 
observada sino hasta 24 hs y la misma se fue profundizando con el tiempo hasta las 
72 hs. Estos datos descartan un efecto directo del IFN sobre las plaquetas y 
además concuerdan con reportes previos en modelos murinos que sugieren que el 
IFN no activa [147] ni induce la remoción de plaquetas circulantes [138]. Más aún, 
recientemente hemos confirmado que las plaquetas humanas no expresan IFNAR a 
pesar de que todos sus precursores si lo hacen [154, 165]. Otro de los mecanismos 
involucrados en la trombocitopenia asociada a infecciones virales es la formación de 
agregados mixtos entre plaquetas y neutrófilos seguida de la remoción de los 
mismos [166, 167]. Sin embargo, la ausencia de estos agregados en las muestras de 
sangre de los animales tratados descarta esta interacción celular como responsable 
de la trombocitopenia mediada por Poly (I:C). En este contexto, sería factible 
considerar que el IFN producido en respuesta al Poly (I:C) estuviera actuando a 
nivel de los MCs y/o sus precursores y no en plaquetas periféricas. 
Para determinar los efectos del IFN a nivel de la megacariopoyesis, se 
realizó una análisis histológico de la médula ósea de los ratones tratados con Poly 
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(I:C), el cual mostró que el número de MCs no variaba. Si bien los primeros estudios 
sobre los IFN I sugerían que el IFN  induce trombocitopenia inhibiendo la 
proliferación de MCs o sus precursores [168-170], reportes posteriores mostraron 
que los IFN I pueden inducir trombocitopenia sin alteración del número de MCs [134, 
138]. Interesantemente, aunque el número de MCs no resultó afectado, la médula 
ósea de animales tratados con Poly (I:C) mostraron que los MCs de estos ratones 
presentaban un aumento significativo de tamaño. La presencia de MCs más grandes 
podría ser un efecto compensatorio a la trombocitopenia con el fin de incrementar el 
potencial trombopoyético de los MCs. En este sentido, se ha observado que 
pacientes trombocitopénicos presentan MCs más grandes que los individuos 
normales [171, 172]. Sin embargo, en nuestro modelo, el aumento del tamaño se 
asoció con un menor número de plaquetas sugiriendo la existencia de otras 
alteraciones que, a pesar del mayor tamaño, impiden la formación de plaquetas. En 
este sentido, estudios previos, incluyendo los de nuestro grupo mostraron que el 
tratamiento de MCs humanos con IFN I resulta en alteraciones ultraestructurales del 
SDM incluyendo disminución de los territorios plaquetarios y una menor capacidad 
de formar proplaquetas [138, 139]. En conjunto, estos datos indican que la reducción 
en el recuento plaquetario en los ratones tratados con Poly (I:C) fue el resultado de 
una alteración en la megacario/trombopoyesis en la médula ósea.  
Como se mencionó previamente, además de la disminución en el recuento 
plaquetario, se observó un aumento en el VPM como consecuencia de la inoculación 
de Poly (I:C). Es aceptado que el VPM se encuentra aumentado en casos de 
consumo de plaquetas o macrotrombocitopenias hereditarias [173, 174] mientras 
que, valores anormalmente bajos, se asocian a trombocitopenias provocadas por 
disfunción medular [175]. Sin embargo, la relación del VPM con los IFN I nunca fue 
evaluada. En nuestros experimentos, el aumento del VPM no estaría ocurriendo sólo 
en respuesta a la trombocitopenia, la cual no es causada por consumo, sino que 
sería un reflejo del aumento de tamaño de los MCs medulares. De hecho, en los 
experimentos en donde se trataron a los ratones con diferentes dosis de Poly (I:C), la 
trombocitopenia fue detectada a partir de 6 g de Poly (I:C), mientras que el VPM se 
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encontró alterado recién desde 12,5 g que es la dosis que también promovió una 
aumento de tamaño de los MCs de la médula ósea indicando una posible relación 
causal entre ambos fenómenos. Además, muy recientemente  Nishimura y 
colaboradores demostraron que en el contexto de una necesidad aguda de 
plaquetas, el mecanismo de trombopoyesis predominante cambia desde uno 
productor de proplaquetas a otro nuevo llamado de ruptura. Este proceso está 
regulado por la IL-1 y las plaquetas producidas presentan la misma funcionalidad 
pero son de mayor tamaño que las normales [44]. A pesar de las diferencias en las 
condiciones experimentales de cada modelo, resta aún por determinar si el aumento 
en el tamaño plaquetario observado en nuestros experimentos se debe a la 
activación de este nuevo mecanismo de trombopoyesis. 
En los animales tratados con Poly (I:C), además de un aumento en el tamaño 
de los MCs, observamos una disminución en la fracción de MCs asociados a los 
sinusoides de la médula ósea. El desarrollo megacariocítico dentro de la médula 
ósea progresa desde el nicho endostial, que promueve la proliferación de los MCs, 
hacia el nicho vascular, donde los MCs transmigran a través de los sinusoides 
medulares y liberan las proplaquetas y preplaquetas a circulación [30]. De esta 
manera sería posible considerar que, a pesar del incremento en el tamaño de los 
MCs, la migración inadecuada hacia los sinusoides podría ser otro de los 
mecanismos que subyace a la trombocitopenia observada en los animales tratados 
con Poly (I:C). En este sentido e interesantemente, ha sido recientemente 
demostrado que una modificación aguda en el patrón de expresión de la quemoquina 
SDF-1 en los diferentes nichos regula la localización de los MCs en la médula ósea. 
En el estado estacionario, el SDF-1 moviliza a los MCs desde el nicho endostial 
hacia el vascular favoreciendo la trombopoyesis. Luego de una injuria por irradiación 
la expresión de SDF-1 en el nicho endostial se incrementa alejando los MCs del 
nicho vascular y disminuyendo el número de plaquetas [61]. Teniendo esto en 
cuenta, sería interesante dilucidar si el impedimento en la migración de los MCs 
observado en ratones tratados con Poly (I:C) está asociado a una menor expresión 
de SDF-1 en el nicho vascular. 
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 Otro aspecto interesante que mostró el análisis de las diferentes muestras de 
médula es que los ratones tratados con altas concentraciones de Poly (I:C) 
presentaban una importante vasodilatación a nivel medular provocando una re 
asociación de los MCs con los sinusoides. Aunque el aumento en la dilatación 
vascular podría interpretarse como una respuesta fisiológica para relocalizar a los 
MCs en las cercanías de los sinusoides medulares y favorecer así la liberación de 
plaquetas, por el contrario estos ratones presentaban una trombocitopenia aún más 
marcada. En concordancia con nuestros hallazgos, Niswander y colaboradores 
demostraron de manera elegante que la trombocitopenia inducida por irradiación 
promueve la dilatación vascular provocando una reasociación de los MCs con la 









Cuando analizamos la respuesta hemostática de las plaquetas provenientes 
de los animales tratados con Poly (I:C) encontramos que, en forma similar a los datos 
obtenidos en plaquetas humanas generadas en cultivo, la unión de fibrinógeno a 
plaquetas activadas con trombina fue significativamente menor respecto a la de los 
animales control y esta disminución no se asoció con una menor expresión de la 
integrina IIb3. Esta disminución en la capacidad de unir fibrinógeno, también se 
reflejó en una menor adhesión de las plaquetas sobre fibrinógeno inmovilizado. El 
Esquema 3. Representación de las alteraciones de los megacariocitos medulares inducidas por 
la producción de IFN I. En condiciones normales, los MCs migran, a medida que maduran, desde el 
nicho endostial al vascular para finalmente situarse en las cercanías de los sinusoides y liberar pro y 
preplaquetas a circulación. Cuando los niveles de IFN I aumentan se observa que los MCs tienen 
mayor tamaño y no alcanzan interaccionar con los sinusoides. Estas alteraciones se reflejan en un 
menor número de plaquetas de mayor tamaño 
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fibrinógeno es una de las principales moléculas que sirve como puente durante el 
proceso de agregación plaquetaria, de esta manera nuestros datos brindan un 
correlato molecular a resultados previos en los cuales se observó que la infusión de 
Poly (I:C) en ratones [147] o el tratamiento de pacientes con IFN I [176] inhiben la 
agregación plaquetaria.  
Luego de adherirse, las plaquetas continúan su proceso de activación 
aumentando la superficie de contacto mediante la extensión de filopodios y 
lamelipodios, en un proceso conocido como spreading plaquetario [88]. 
Sorpresivamente, y de forma contraria a la unión y adhesión, las plaquetas 
provenientes de ratones tratados con Poly (I:C) mostraron un spreading mayor sobre 
fibrinógeno que las plaquetas control. La naturaleza de las diferencias entre la unión 
de fibrinógeno y el spreading plaquetario podría radicar en que cada una de estas 
respuestas se inicia por diferentes señales. La activación plaquetaria a través de 
diferentes receptores converge en una vía común de señalización que estimula el 
cambio de forma, la secreción granular y, por último, la señalización inside-out que 
estimula la activación de la integrina IIb3 y la consecuente unión del fibrinógeno. A 
su vez, la unión del fibrinógeno a la integrina IIb3 dispara la señalización outside-in, 
que favorece el spreading plaquetario, un aumento de la secreción granular, la 
estabilización de la adhesión plaquetaria, la agregación y, por último, la retracción del 
coagulo [152]. En línea con la potenciación del spreading, los coágulos formados con 
muestras de ratones tratados con Poly (I:C) retrajeron más rápidamente que los de 
ratones control. Estos resultados demuestran que la producción de IFN induce una 
inhibición en las respuestas inside-out (unión del fibrinógeno) mientras que potencia 
las respuestas outside-in (spreading y retracción del coágulo). Aunque las razones 
de estos efectos antagónicos no se encuentran claras, una explicación posible podría 
ser que las respuestas hemostáticas del outside-in se encuentren aumentadas como 
un mecanismo compensatorio frente a las alteración en el número y a la inhibición de 
las respuestas efectoras reguladas por el inside-out inducidas por el tratamiento con 
Poly (I:C).  
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Para determinar la relevancia de estos hallazgos, se evaluó in vivo el tiempo 
de sangría (TS) ya que este ensayo evalúa la función hemostática primaria durante 
un proceso de injuria vascular y está influenciado por el número de plaquetas, su 
funcionalidad, la capacidad de interactuar entre ellas y con componentes de la pared 
subendotelial, principalmente el FvW [97]. El hecho de que el TS se encontró 
prolongado en animales tratados con Poly (I:C) comparado con ratones control, 
demuestra que el incremento en las respuestas dependientes de la señalización 
outside-in no fue suficiente para compensar los efectos inhibitorios provocados por el 
Poly (I:C) sobre el número de plaquetas y su capacidad de unir fibrinógeno. Además 
de las plaquetas, el TS también puede ser influenciado por los niveles de FvW 
circulantes o la liberación de los principales inhibidores plaquetarios derivados del 
endotelio como son el óxido nítrico (ON) y la PGI2 [97]. Es conocido que el Poly (I:C) 
activa el endotelio [177], y por lo tanto, una disminución en los niveles de FvW o un 
aumento en los de ON o PGI2 podrían contribuir a la prolongación del TS. Sin 
embargo, la observación de que tanto los niveles de FvW como los de PGI2 fueron 
similares en animales tratados y controles excluye la posibilidad de que estas 
moléculas sean las responsables de la prolongación del TS. Teniendo en cuenta que 
el ON tiene un rol crítico tanto en la adhesión como en la agregación de plaquetas no 
excluimos su participación como posible mediador. 
 En los últimos años, diferentes grupos de trabajo se han enfocado en evaluar 
el rol de las plaquetas y la activación plaquetaria como mecanismo de defensa contra 
diferentes tipos de infecciones, entre ellas las virales. Sin embargo, los resultados 
encontrados son muy variables ya que los efectos de las plaquetas sobre el curso de 
una infección viral dependen de la naturaleza del virus y del tipo de respuesta que 
desata en el hospedador [178]. Una de las principales características que le permite 
a las plaquetas modificar el curso de una infección viral es la capacidad de 
interaccionar con otras células a través de diferentes moléculas. Dentro de éstas, 
reviste de gran importancia la P-selectina, la cual luego de la activación plaquetaria 
queda expuesta en la membrana, permitiendo la formación de agregados 
heterotípicos con neutrófilos y favoreciendo la fagocitosis, la producción de especies 
reactivas de oxígeno y la formación de trampas extracelulares de neutrófilos [65, 
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179]. Recientemente la importancia de esta interacción fue demostrada en los 
estudios de Koupenova y colaboradores así como por nuestro grupo en los cuales se 
observó que las plaquetas a través de la expresión de P-selectina y la formación de 
agregados mixtos disminuyen la carga viral y la mortalidad de animales infectados 
con virus de ARNsc [166, 167]. Otro aspecto de la fisiología plaquetaria que involucra 
a estas células en la respuesta antiviral es la capacidad de liberar a partir de sus 
gránulos  una gran variedad de moléculas biológicamente activas. En este sentido 
se ha observado que las plaquetas de pacientes infectados con HIV liberan RANTES 
de manera espontánea desde sus gránulos  [180] permitiéndole controlar la entrada 
y replicación viral [181]. De esta manera, la liberación de RANTES plaquetario 
representa un arma importante para controlar la infección por HIV. De manera 
interesante, los datos obtenidos en este trabajo de tesis muestran que el IFN 
producido por animales tratado con un mimético de la replicación viral promueve la 
biogénesis de plaquetas con una menor capacidad de liberación de P-selectina 
desde los gránulos  plaquetarios luego de la estimulación con trombina. Además, en 
línea con estos resultados, también observamos que la formación de agregados 
mixtos ex vivo y la liberación de RANTES plaquetario inducida por trombina estaban 
significativamente disminuidas en las muestras de animales tratados con Poly (I:C). 
En conjunto, estos datos indican que el IFN inhibe las funciones proinflamatorias de 
las plaquetas inhibiendo algunos de los principales mecanismos plaquetarios 
involucrados en controlar la infección viral. De esta manera, el  IFNgenerado 
durante el curso de enfermedades virales podría ser un arma de doble filo ya que, 
mientras balancea la respuesta inmune y promueve la eliminación viral al mismo 
tiempo podría reducir el clearance viral mediado por las plaquetas disminuyendo la 
exposición de P-selectina, la formación de agregados mixtos y la liberación de 







Durante muchos años se aceptó que las causas de la trombocitopenia en 
pacientes que recibían IFN I estaban asociadas únicamente a su efecto 
antiproliferativo sobre los progenitores hematopoyéticos. Recién con los estudios de 
Yamane en células humanas se introduce el concepto de que los IFN I pueden inhibir 
selectivamente la biogénesis de plaquetas [138].  Seguidamente, con el fin de 
entender estas diferencias, nuestro grupo demostró a través de estudios in vitro que 
altas concentraciones de IFN I inhiben el crecimiento de los megacariocitos mientras 
que bajas disminuyen selectivamente la producción de plaquetas. Estas 
Esquema 4. Representación de las alteraciones plaquetarias inducidas por la producción 
de IFN I. Las plaquetas producidas en el contexto de un aumento de las concentraciones 




observaciones nos llevaron a sugerir que los niveles de IFN I pueden determinar el 
destino de los MCs, afectando selectivamente la proliferación o la habilidad de 
producir plaquetas [139]. Los datos obtenidos en los experimentos in vivo y con 
diferentes concentraciones de Poly (I:C) demostraron que la producción y función de 
las plaquetas disminuyeron en forma inversamente  proporcional con los niveles de 
IFN plasmático mientras que el  VPM y el tamaño de los MCs se correlacionaron de 
manera directa con la concentración plasmática de IFN. Sin embargo, las diferentes 
alteraciones mostraron un grado de sensibilidad diferente a la acción del IFN. El 
parámetro más sensible fue el recuento plaquetario ya que el mismo disminuyó 
significativamente con la dosis más baja de IFN mientras que el tamaño de los MCs, 
el VPM o la funcionalidad plaquetaria no mostraron modificación alguna. Este hecho 
podría explicar por qué muchas infecciones virales cursan durante algún periodo de 
la enfermedad con disminución del número de plaquetas sin presentar 
complicaciones medulares ni hematológicas [153]. Aunque la unión del fibrinógeno y 
la exposición de P-selectina se inhibieron con el aumento gradual del IFN, esta 
última requirió de niveles más altos. Interesantemente, si bien mayores niveles 
séricos de IFN se correlacionaron con una mayor trombocitopenia (hasta un 15% 
del valor control), un aumento del tamaño de los MCs y del VPM, el número de los 
MCs  no resultó alterado. La diferencia entre nuestros hallazgos in vitro e in vivo con 
respecto al efecto del IFN sobre el crecimiento de los MCs no son claras, sin 
embargo las mismas podrían estar relacionadas a las diferencias entre especies o a 
los niveles de IFN I alcanzados en cada condición. Este último concepto también 
podría explicar los diferentes resultados de estudios clínicos relacionados al uso de 
los IFN I en los cuales algunos demuestran que el menor número de plaquetas está 
asociado a una menor producción de MCs mientras que otros observan 
trombocitopenia sin alteración en el número de MCs [182, 183]. 
Los resultados obtenidos con la administración de Poly (I:C) fueron 
reproducidos al utilizar Imiquimod. El Imiquimod es un análogo de nucleótidos 
perteneciente a la familia de las imidazoquinolonas que ha mostrado ser un 
tratamiento efectivo contra diferentes tumores, especialmente en la piel [157]. Los 
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efectos biológicos de este compuesto se basan en la estimulación de los TLR7 y 8 y 
la consecuente producción de citoquinas proinflamatorias e IFN I. Si bien en los 
humanos el Imiquimod estimula ambos TLRs, ha sido demostrado que el TLR8 
murino no reconoce ARNsc debido a la ausencia de 5 aminoacidos, por lo que el 
Imiquimod es solamente reconocido por el TLR7 [110]. El tratamiento de ratones con 
Imiquimod generó un aumento en los niveles de IFN plasmático, aunque los mismos 
fueron menores que los observados con la misma concentración de Poly (I:C). En 
consecuencia, las alteraciones hematológicas encontradas se correspondieron con 
las observadas con dosis más bajas de Poly (I:C) en donde solamente se observó 
una disminución en el recuento plaquetario y una alteración en la unión del 
fibrinógeno. Estos datos confirman que la producción de IFN I gatillada por la 
activación de diferentes TLRs altera la biogénesis plaquetaria, regulando 
negativamente la megacario/trombopoyesis. 
Además de ser conocido como inductores de la producción endógena de IFN 
I, tanto el Poly (I:C) como el Imiquimod también se encuentran asociados a la 
producción de otras citoquinas profinflamatorias como la IL-6, 10, 12 y factor de 
necrosis tumoral  [113] lo cual podría cuestionar la especificidad de los hallazgos 
encontrados. Sin embargo,  si bien la administración de Poly (I:C) o Imiquimod en 
ratones delecionados genéticamente para el receptor de IFN (IFNAR) aumentó 
significativamente los niveles de IFN plasmático no se observó ninguna alteración 
en el número o función de las plaquetas. Estos datos demuestran contundentemente 
que las alteraciones de la megacario/trombopoyesis mediadas por IFN I están 
asociadas a la interacción específica entre esta citoquina y su receptor a nivel de los 
MCs o sus precursores.  
  En conclusión, los resultados del presente trabajo de tesis muestran que la 
producción de IFN I, tanto por la estimulación del TLR3 o del TLR7/8, altera cuanti y 
cualitativamente la biogénesis plaquetaria ya que disminuye la producción de 
plaquetas periféricas e inhibe sus funciones hemostáticas y proinflamatorias, 
llevando a una alteración de la hemostasia primaria. Estas alteraciones están 
relacionadas con un efecto directo de los IFN I en el desarrollo megacariocítico y su 
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distribución espacial dentro de los diferentes nichos de la médula ósea. En conjunto, 
estos datos presentan a los IFN I como nuevos reguladores de la 
megacario/trombopoyesis, abren nuevas avenidas para la investigación de los 
procesos que subyacen a la producción fisiopatológica de plaquetas en el contexto 
de diferentes infecciones virales y sugieren que la intervención en la regulación de 
los efectos de los IFN I podría representar una alternativa terapéutica interesante en 
el contexto de patologías que induzcan la producción de estas citoquinas y que 











A lo largo de este trabajo de tesis utilizando diferentes estrategias 
experimentales, tanto in vitro como in vivo, se estudió cómo la producción endógena 
de IFN I modula la producción y funcionalidad plaquetaria. Los resultados de este 
estudio proveen nueva evidencia del rol de los IFN I en la distribución espacial de los 
megacariocitos dentro de los diferentes nichos medulares y su influencia en la 
trombopoyesis y la hemostasia. 
Los ensayos in vitro demostraron que el tratamiento de precursores 
megacaricíticos humanos con Poly (I:C) o IFN I induce la producción de plaquetas 
que presentan una menor capacidad para unir fibrinógeno, la cual no está asociada a 
una menor expresión de la integrina IIb3. 
 Los resultados in vivo mostraron que la producción de IFN I induce 
trombocitopenia y un aumento del volumen plaquetario medio. Cuando se evaluó la 
funcionalidad plaquetaria se encontró que las plaquetas presentaban una inhibición 
en la expresión de P-selectina, la formación de agregados mixtos, la liberación de 
Factor von Willebrand y la unión y adhesión a fibrinógeno, pero un aumento en su 
capacidad de spreading y en la retracción del coágulo. Todas estas alteraciones se 
correlacionaron con la concentración de IFN plasmáticas. 
 Interesantemente, las alteraciónes cuanti y cualitativas de las plaquetas no se 
asociaron con una disminución en el número de los megacariocitos sino con un 
efecto directo del IFN en los estadios tardíos del desarrollo megacariocítico que 
provocó un aumento de su tamaño y una alteración en la distribución espacial dentro 
de los diferentes nichos medulares.  
 Finalmente, ninguna de estas alteraciones pudo ser reproducida en ratones 
genéticamente deficientes para el receptor de los IFN I demostrando que los IFN I 
son los efectores centrales de las alteraciones plaquetarias encontradas.  
 En conjunto, estos datos muestran que la producción de IFN I inhibe la 
producción y función plaquetaria y proveen nuevas evidencias en los mecanismos 
asociados a la trombocitopenias virales abriendo nuevos horizontes para la 
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investigación de los mecanismos asociados a la producción fisiopatológica de 
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